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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
APS amonijev persulfat 
CNL laktozil – specifičen lektin 
CnSlB saharozil – specifičen lektin 
dH2O destilirana voda 
DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 




IPTG izopropil – β – D – tiogalaktopiranozid 
kDa kilodalton 
KKP lektin iz gobe Coprinopsis cinerea 
LacNAc N – acetil – D – laktozamin 
LBA gojišče Luria-Bertani z ampicilinom 
LBK gojišče Luria-Bertani s kanamicinom 
mA miliamper 
MHB tekoče gojišče Mueller Hinton (angl. Mueller Hinton broth) 
MpL lektin iz gobe Macrolepiota procera 
NaDS natrijev dodecilsulfat 
NaDS – PAGE poliakriamidna elektroforeza v prisotnosti NaDS 
OD600 optična gostota pri 600 nm 
pH negativen logaritem koncentracije vodikovih ionov 
PVC polivinil klorid (angl. polyvinyl chloride) 
PVDF polivinilden difluorid (angl. polyvinylidene difluoride) 
RPMI tekoče gojišče Roswell Park Memorial Institute  
TBL lektin iz gobe Terfezia boudieri  
TEMED tetrametiletilendiamin (angl. tetramethylethylenediamine) 
TSA/ TSB triptični soja agar/tekoče gojišče (angl. tryptic soy agar/ broth) 
V volt 
YPD kvasni ekstrakt pepton – dekstroza (angl. yeast extract peptone 
dextrose) 
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Lektini so heterogena skupina proteinov, ki jih najdemo pri rastlinah, živalih in 
mikroorganizmih. Lektini reverzibilno in specifično vežejo ogljikove hidrate ter na ta 
način delujejo na različne vrste celic. Ogljikovi hidrati na površini mikroorganizmov 
predstavljajo receptorje za lektine (Nilsson, 2003). Pri vezavi lektinov na ogljikove 
hidrate pride do interakcije, ki ima lahko za posledico stimulativen ali inhibitoren 
učinek na celico. Določenim lektinom izoliranim iz gob so pripisali protiproliferativni 
učinek na rakave celice (Pohleven in sod., 2009) in toksični učinek na ogorčice vrste 
Caenorhabditis elegans (Bleuler-Martinez in sod., 2011). Njihovo protimikrobno 
delovanje na bakterije, plesni in kvasovke ter njihov vpliv na adhezivne lastnosti 
mikroorganizmov še ni raziskan.  
V magistrski nalogi smo okarakterizirali biološko aktivnost lektinov izoliranih iz gob iz 
redu Agaricales na izbrane mikroorganizme, in sicer bakterije, kvasovke in plesni. 
Raziskovalci Instituta ‘Jožef Stefan’ Odseka za biotehnologijo so iz plodišč gobe 
meglenke (Clitocybe nebularis) izolirali lektin CNL s specifično vezavo za  
N,N'–diacetillaktozodiamin in iz plodišč orjaškega dežnika lektin MpL s specifično 
vezavo končnega N-acetillaktozamina ter pripravili njuni rekombinanti različici. 
Izolacija lektina TBL, izoliranega iz vrste Terfezia boudieri je rezultat dela 
raziskovalcev iz Centre de Recherche sur les Macromolécules végétales (center 
CERMAV) iz Grenobla v Franciji. V magistrski nalogi smo pripravili še dva lektina, in 
sicer: lektin KKP iz gobe Coprinopsis cinerea z neznano specifičnostjo vezave in lektin 
CnSlB s specifično vezavo saharoze iz gobe Clitocybe nebularis. Z vključitvijo bakterij, 
kvasovk in plesni smo želeli spremljati vpliv lektinov na rast mikrobne kulture in na 
adhezijo mikrobnih celic, ki predstavlja prvo stopnjo pri tvorbi biofilma.  
1.1 CILJI  
V magistrski nalogi smo želeli določiti protimikrobno delovanje lektinov iz gob iz redu 
Agaricales na bakterije, kvasovke in plesni ter morebiten vpliv lektinov na adhezivne 
lastnosti omenjenih mikroorganizmov. 
Cilji magistrske naloge so bili:  
 Priprava rekombinantnih lektinov CNL, MpL, TBL, KKP in CnSlB s heterolognim 
izražanjem v bakteriji Escherichia coli in njihovo čiščenje s pomočjo afinitente 
kromatografije. 
 
 Določanje protimikrobnega delovanja pripravljenih lektinov in njihovega vpliva na 
adhezivne lastnosti na izbrane vrste po Gramu negativnih bakterij (Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella infantis, Campylobacter jejuni), po Gramu 
pozitivnih bakterij (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes 
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 Izbrani lektini imajo protimikrobno delovanje na po Gramu pozitivne in po Gramu 
negativne bakterije. 
 
 Izbrani lektini imajo protimikrobno delovanje na kvasovke in plesni. 
 
 Izbrani lektini vplivajo na adhezivnost po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih 
bakterij, kvasovke in plesni. 
 












Korošec S. Bioaktivno delovanje lektinov gob iz redu Agaricales na izbrane mikroorganizme. 




2 PREGLED OBJAV 
2.1 GLIVE 
Glive so evkariontski organizmi, ki spadajo v kraljestvo Fungi. Od ostalih 
mikroorganizmov se razlikujejo v celični strukturi in delovanju celice. To so 
heterotrofni ubikvitarni organizmi, ki imajo raznolike morfološke, ekološke in 
fiziološke lastnosti (Dias in sod., 2004). Glive so bogat naravni vir edinstvenih 
bioaktivnih snovi, zlasti tiste, ki rastejo v ostrih klimatskih pogojih so najbolj bogate z 
zdravilnimi učinkovinami. Sekundarni metaboliti nekaterih gliv, kot so antibiotiki, se 
široko uporabljajo v kontroli humanih in živalskih bolezni; glivni encimi pa so uporabni 
tudi v živilski industriji in biotehnologiji. V ljudski uporabi so najbolj pogosta oblika 
glive gobe. Gobe so, zaradi visoke vsebnosti proteinov in nizke vsebnosti maščob, 
pomemben sestavni del človekove prehrane (Guillamon in sod., 2010). Nekatere izmed 
njih, npr. šitake in tartufi, zaradi njihovih izrazitih organoleptičnih lastnosti kotirajo 
visoko na listi najbolj dragih živil. V prehrani so jih kot »cesarske oz. božanske jedi« 
tradicionalno uporabljali že v času Babiloncev in starega Egipta, kot zdravilne pa že v 
času 500 let p.n.š. (Dias in sod., 2004). 
2.1.1 Gobe iz redu Agaricales 
Gobe iz Agaricales so ubikvitarni organizmi, ki rastejo v različnih habitatih vse od 
Arktike do tropskega pasu. Kemične snovi, ki se nahajajo v teh gobah, se lahko 
spreminjajo glede na tip tal in glede na klimatski pas v katerem rastejo. Gobe 
prostotrosnice iz redu Agaricales so znane tako po svojih organoleptičnih lastnostih kot 
tudi po terapevtskih učinkih. Celične stene micelija in plodišča teh gliv so pomemben 
vir beta-glukanov, proteinov, aminokislin in vitaminov, ki so pokazali dobro 
imunomodulatorno vlogo (Ito in sod., 1997). Najbolj znane gobe iz redu Agaricales so 
šampinjoni oz. Agaricus bisporus. Slednji so del vsakdanje prehrane in so bogat vir 
lektinov z razlčnimi vlogami (Kent in sod., 2003). 
Goba meglenka (Clitocybe nebularis) (Slika 1) raste v velikih skupinah v listnatih in 
mešanih gozdovih Evrope in Severne Amerike (Campbell in Reece, 2002). To je 
pogojno užitna goba. Kljub ustrezni pripravi lahko povzroča prebavne težave, ker 
vsebuje temperaturno neobstojne snovi, ki so lahko škodljive (Bielli, 2002). 
 
Slika 1: Goba meglenka (Clitocybe nebularis) (Krisp, 2012) 
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Orjaški dežnik (Macrolepiota procera) (Slika 2) je užitna goba, ki ima karakteristično 
obliko dežnika. Raste v listnatih in mešanih gozdovih, ter po travnikih. V Evropi je zelo 
priljubljena, surova je rahlo strupena (Spahr, 2009). 
 
Slika 2: Orjaški dežnik (Macrolepiota procera) (Parfitt, 2009) 
Goba gnojiščna tintovka (Coprinopsis cinerea) (Slika 3) je prostotrosnica, ki je zelo 
prilagodljiva, saj lahko raste na kompleksnem, minimalnem, tekočem ali čvrstem 
mediju, pri optimalni temperaturi 37 °C, temperaturah nižjih od 25 °C, v temi ali pri 
pogojih 12 urne izmenjave svetlobe in teme (Rühl in sod., 2013).  
 
Slika 3: Gnojiščna tintovka (Coprinopsis cinerea) (Durham, 2013) 
 
2.1.2 Gobe iz redu Pezizales 
V red Pezizales sodijo gobe, ki rastejo kot saprofiti ali paraziti v tleh, na lesu, listju ali 
gnoju. Tla, ki naseljujejo vrste tega rodu imajo pogosto visok pH in nizko vsebnost 
organskih snovi. Red vključuje črno-bele in puščavske tartufe (Hansen in Pfister, 2006). 
Puščavski tartuf (Terfezia boudieri) (Slika 4) je hipogeozna vrsta, ki se značilno 
pojavlja v aridnem in semi-aridnem pasu Bližnjega vzhoda in mediteranskega dela 
Evrope (Chevalier, 2014). Lokalnim prebivalcem ta goba predstavlja eno izmed glavnih 
živil, ki je bogato s hranilnimi snovmi, predvsem ogljikovimi hidrati, proteini (cca. 
25 % suhe mase) in minerali (kalij, fosfor, železo in kalcij) (Hamzaa in sod., 2016). 
Domnevajo, da so prav te gobe vir protivnetnih, protimikrobnih, protirakavih snovi ter 
antioksidantov in imunomodulatorjev (Murcia in sod., 2002). 
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Slika 4: Puščavski tartuf (Terfezia boudieri) (Velasco, 2015) 
 
2.2 BIOAKTIVNE SNOVI IZ GOB 
Bioaktivne snovi (angl. bioactive compounds) so snovi, ki imajo pozitiven ali negativen 
učinek na živa bitja, tkiva in celice. Biološko aktivne snovi so lahko naravnega izvora 
ali sintetične (Guaadaoui in sod., 2014). Te snovi so lahko vitamini, proteini, minerali, 
lahko pa delujejo tudi kot antioksidanti, inhibitorji encimov ali induktorji encimov ter 
genskega izražanja (Kris-Etherton in sod., 2004). Polisaharidi v gobah predstavljajo eno 
izmed pomembnejših bioaktivnih snovi, ki jih lahko najdemo v večini užitnih gob. Tudi 
terpeni so velika skupina protivnetnih snovi v gobah. Raziskave so potrdile, da 
triterpenski ekstrakti gobe Ganoderma lucidum stimulirajo aktivnost makrofagov 
(Dudhgaonkar in sod., 2009), ter da so za protioksidativno in protimikrobno delovanje 
gobe Laetiporus sulphureus odgovorni fenoli in flavonoidi (Barros in sod., 2007). Ene 
izmed bolj znanih višjih gliv so reiši gobe (Ganoderma lucidum), katerih zdravilne 
učinkovine izboljšujejo oksigenacijo krvi, znižujejo raven holesterola ter nižajo 
viskoznost plazme in krvi, kar je ugodno za kardiovaskularne bolnike (Sanodiya in sod., 
2009). Danes se glivne glikozidaze uporabljajo pri izdelavi kruha in peciva, v 
pivovarstvu, vinarstvu in proizvodnji soka. Proteaze se uporabljajo v mlečni industriji 
za strjevanje mleka in pri proizvodnji sira (Østergaard in Olsen, 2010). 
 
2.3 LEKTINI 
Lektini so bioaktivni proteini s širokim spektrom učinkovin in biološke aktivnosti. Prvi 
jih je opisal nemški znanstvenik Peter Hermann Stillmark leta 1888, ko je 
okarakteriziral izvleček kloščevca (Ricinus communis), ki vsebuje ricin. Ricin je zelo 
strupen himerolektin, sestavljen iz N-glikozid hidrolaze (ricin A) in lektina (ricin B), ki 
vstopa v celice človeka in živali ter inhibira sintezo proteinov. Lektini so proteini, ki 
specifično prepoznajo in se vežejo na ogljikohidratne komplekse glikolipidov in 
glikoproteinov (Slika 5). Lahko se vežejo tudi na monosaharide, vendar imajo večjo 
afiniteto do oligo- in polisaharidov (Nilsson, 2003).  
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Slika 5: Struktura glivnega obrambenega lektina CNL ( Sabotič in sod., 2016) 
Legenda: Diagram predstavlja homodimer lektina CNL, ki ima β-triperesno zvitje. Monomera v dimeru 
sta označena z rumeno in zeleno barvo, vezani ogljikohidratni ligandi pa z oranžno barvo  
Interakcija med proteinom in ogljikovim hidratom je specifična. Omogočajo jo številne 
vodikove vezi, elektronske interakcije in van der Waalsove vezi (Nilsson, 2003; Minko, 
2004). Danes so lektini zelo aktualni zaradi njihove široke uporabnosti npr. v biologiji, 
biotehnologiji, kmetijstvu, medicini in na drugih področjih (Bies in sod., 2004).  
Lektine delimo glede na:  
 Specifičnost za vezavo na ogljikove hidrate (Lam in Ng, 2011).  
 Družino, kot so npr. lektini stročnic; proteini, ki inaktivirajo ribosome (npr. protein 
tipa 2); proteini, ki vežejo manozo (Lam in Ng, 2011). 
 Celotno strukturo (npr. merolektini, superlektini, hololektini in himerolektini). 
Merolektini vsebujejo le eno domeno, ki veže glikane. Superlektini vsebujejo dve 
vezavni domeni, ki prepoznata in se vežeta na strukturno različne glikane. 
Hololektini so zgrajeni iz dveh ali več identičnih ali homolognih vezavnih domen, ki 
se vežejo na strukturno enake glikane. Skupina himerolektinov vsebuje eno ali več 
vezavnih domen za glikane in domeno, katere biološka aktivnost je neodvisna od 
vezave na glikan. Glede na število vezavnih mest za glikane delimo himerolektine 
na mero- in hololektine (Lam in Ng, 2011). 
 Terciarno strukturo, kot so npr. beta-triperesni tip zvitja, beta-propelerski tip zvitja, 
galektinski tip zvitja, aktinoporinski tip zvitja, beta-prizmatski tip zvitja, itd. (Varrot 
in sod., 2013). 
 
2.4 IZOLACIJA IN UPORABA LEKTINOV 
Lektine lahko izoliramo iz živali, mikroorganizmov ali rastlin (Gorakshakar in Ghosh, 
2016). Njihova izolacija in čiščenje sta zelo izpopolnjeni metodi, zato so v današnjem 
času lektini tudi že komercialno dostopni (Liener in sod., 1986). Izolacija 
glikoproteinov s pomočjo imobilizacije lektinov na inertne kromatografske nosilce 
omogoča njihovo nadaljnjo uporabo (Guillot in Konska, 1997). Na ta način je možna 
hitra izolacija možganskih glikoproteinov, glikokonjugatov iz membrane humanih 
eritorcitov, humanih imunoglobulinov, tumorskih antigenov, in drugih (Hassan in sod., 
2015). V porastu je uporaba lektinskih mikromrež, ki omogočajo hitro in natančno 
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klasifikacijo načina glikolizacije, pri čemer je potrebna le majhna količina vzorca. 
Spremembe v ogljikohidratni sestavi glikoproteinov so namreč povezane s spremembo 
v čistoči proteinov ter njihovega delovanja. Za detekcijo takih sprememb v glikolizaciji 
uporabljamo lektine, ki so sposobni vezave na različne glikanske strukture (Hassan in 
sod., 2015). Kljub razlikam v fizikalno-kemijskih in biokemijskih lastnosti, pa imajo 
lektini številne skupne biološke aktivnosti, kot so npr. protitumorska, 
imunomodulatorna in protivirusna aktivnost. Različni lektini imajo lahko tudi skupne 
znotrajcelične efektorje in skupne signalizacijske poti (Lam in Ng, 2011).  
Lektine lahko uporabljamo v: 
 Biotehnologiji za analizo in čiščenje glikokonjugatov iz različnih virov (Velkov in 
sod., 2005). 
 Okoljski in živilski industriji v vlogi biosenzorjev (Velkov in sod., 2005).  
 Kmetijstvu za zaščito rastlin in živali pred patogenimi mikroorganizmi in za 
zatiranje škodljivcev (Velkov in sod., 2005).  
 Medicini kot terapevtska in diagnostična orodja za analizo spremenjenih vzorcev 
glikozilacije pri rakavih spremembah, nevrodegeneraciji ter mikrobnih in 
parazitskih okužbah (Hassan in sod., 2015). Primerjava mikromrež lektinov je 
ključna metoda v medicinski diagnostiki rakavih obolenj. V biomedicinskih 
raziskavah se prečiščeni lektini nekaterih rastlin, ki se specifično vežejo na 
ogljikohidratne strukture na površini eritrocitov, uporabljajo za določanje krvnih ali 
fenotipskih skupin (Gorakshakar in Ghosh, 2016). Lektini so zanimivi za 
taksonomske, filogenetske in evolucijske študije (Liener in sod., 1986), kot je npr. 
izkoriščanje njihove specifične vezave kot osnovnega orodja za taksonomske študije 
različnih parazitov (Hassan in sod., 2015). 
 
2.5 VIRI LEKTINOV IN NJIHOVA VLOGA 
2.5.1 Lektini iz rastlin 
Lektini imajo pri rastlinah pomembno vlogo pri nastanku mikorize, oz. simbiontskega 
odnosa z glivami in bakterijami, ki vežejo dušik (Peumans in Van Damme, 1995). Na 
drugi strani rastline proizvajajo lektine zato, da jih ščitijo pred rastlinskimi patogeni kot 
sta npr. Trichoderma viridae in Botrytis cinerea. Delujejo tako, da inhibirajo rast plesni 
ali se vežejo na glikane v celični membrani oz. celični steni, ter modificirajo njihovo 
strukturo, permeabilnost ali učinkovitost (Van Parijs in sod., 1991). Lektine rastline 
uporabljajo tudi pri obrambi pred žuželkami, kar vpliva na njihovo vse večjo 
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2.5.2 Živalski lektini 
Pri živalih se lektini nahajajo znotraj in zunaj celic. V sesalskih celicah so znotrajcelični 
lektini lokalizirani na organelih v citoplazmi, zunajcelični lektini se izločajo v 
zunajcelični prostor ali so lokalizirani na plazemski membrani. Glavna funkcija lektinov 
v živalskih celicah je omogočanje povezave med dvema celicama, vpliv na vezavo 
znotraj- in zunajceličnih glikoproteinov, sodelovanje pri adheziji in lokalizaciji celic, 
signaliziranje imunskemu sistemu in prepoznavanje interakcij med patogenom in 
gostiteljsko živalsko celico (Gupta, 2012; Maverakis in sod., 2015). Živalski lektini 
modulirajo vnetne in avtoimunske procese, imajo vlogo pri apoptozi celic, zaradi česar 
so zelo uporabni v biomedicini. Eden izmed teh je naprimergalektin-1, ki ima visoko 
afiniteto do galaktoze, ter prepozna površino ovojnice nekaterih virusov in na ta način 
prepreči nastanek okužbe (Yang in sod., 2011). 
2.5.3 Mikrobni lektini 
Veliko število lektinov se nahaja tudi na površini mikroorganizmov, kot so bakterije ali 
virusi in tudi praživali. Njihova primarna vloga je omogočanje adhezije bakterijske 
celice na gostiteljsko celico ter posledično bakterijske kolonizacije in nastanka okužbe. 
Ti bakterijski adhezini, ki so najbolj znani kot fimbrije in pili, se vežejo na glikolipidne 
in glikoproteinske receptorje na površini gostiteljske celice. Nekateri bakterijski lektini 
so sposobni tudi aglutinacije ali pa so toksični za druge mikroorganizme (Klemm in 
Schembri, 2000).  
2.5.4 Glivni lektini 
Glivni lektini imajo najverjetneje vlogo pri obrambi glive pred škodljivci. Glive jih 
izražajo v dokaj velikih količinah, največ v plodiščih in predelih, ki so izpostavljeni 
škodljivim organizmom (Varrot in sod., 2013). Ti lektini se večinoma nahajajo znotraj 
celice (Wohlschlager in sod., 2011) in so bolj specifični za prepoznavanje tujih, 
nelastnih glikanov, npr. živalske ogljikohidrate (Boulianne in sod., 2000). Zelo so 
odporni na ekstremne temperature, pH in proteolitično razgradnjo (Guillot in Konska, 
1997). Glivni lektini naj bi imeli vlogo tudi pri vzpostavljanju parazitskega oziroma 
simbiontskega razmerja z drugimi organizmi ter pri povezovanju hif pri tvorbi plodišč 
(Guillot in Konska, 1997).  
2.5.5 Izbrani lektini iz gob iz redu Agaricales  
Številne raziskave so pokazale, da vsebuje goba meglenka (Clitocybe nebularis) 
številne lektine z različno specifičnostjo za sladkorje. Izolirali so naslednje lektine: 
glukozil-specifičen lektin (CnGlcL), saharozil-specifičen lektin (CnSucL), galaktozil-
specifičen lektin (CnGalL), laktozil-specifičen lektin (CNL) in druge (Pohleven in sod., 
2011). Izkazalo se je, da imajo ti lektini funkcijo pri obrambi gobe pred žuželkami, kar 
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jih uvršča na seznam potencialnih bioloških insekticidov z velikim pomenom v 
kmetijstvu.  
Najbolj raziskani lektin gobe meglenke je lektin CNL. Deluje nematotoksično, 
imunostimulativno in antiproliferativno na humane levkemične celice T (Pohleven in 
sod., 2009). Sodi med ricinu podobne lektine, ki imajo β-triperesni vzorec zvitja. Nahaja 
se v obliki homodimera, kjer imata oba monomera β-triperesni vzorec zvitja in po eno 
vezavno mesto za glikan. Lektin CNL ima molekulsko maso približno 17 kDa in 
izoelektrično točko okoli 4,3. Aktivno vezavno mesto je le na α ponovitvi (Pohleven in 
sod., 2012). Rezultati analiz z glikanskim mikromrežami so potrdili, da CNL prepozna 
nereducirajoči N-acetilgalaktozamin (GalNAcα/β-) in N-diacetillaktozadiamin  
 (-GalNAcβ1–4GlcNAc) na reducirajočem koncu (Pohleven in sod., 2009). 
Razen lektina CNL, goba meglenka proizvaja še veliko drugih lektinov in izolektinov. 
Tudi lektin CnSlB sodi v družino lektinov z β-triperesnim vzorcem zvitja. Tvori dimere 
in se specifično veže na saharozo in laktozo (Darovic, 2012). Naravni saharozil-lektin 
ima visoko izoelektrično točko 7,3, kar je za gobje lektine nenavadno (Pohleven, 2009). 
Lektin MpL so izolirali iz gobe orjaški dežnik (Macrolepiota procera). Biološka 
funkcija lektina MpL je verjetno obramba pred fungivornimi organizmi, ki povzročajo 
poškodbe tkiva, kot so ogorčice, žuželke ali polži. Lektin MpL se nahaja v obliki 
dimera. Ima β-triperesni vzorec zvitja z aktivno α-ponovitvijo. Najbolje se veže na 
glikane, ki se zaključijo z glikolizacijskim motivom LacNAc, Galβ1-4GlcNAc (Žurga, 
2015), laktozo in galaktozo (Žurga in sod., 2010). Vezavni vzorec glikanov na lektin 
MpL je zelo podoben vezavnemu motivu glikanov na lektinu CNL. Oba tvorita dimere 
in imata podobno vezavno mesto za glikane na α-ponovitvi (Pohleven in sod., 2012). 
Razen tega imata lektina podoben vzorec zvitja in sta strukturno zelo podobna (21 % 
podobno aminokislinsko zaporedje) (Žurga, 2015).  
Raziskave so potrdile, da je goba gnojiščna tintovka (Coprinopsis cinerea) sposobna 
prepoznati abiotske (mehanske poškodbe) in biotske dražljaje. Kot odgovor se pri 
kompeticiji ali obrambi pred predatorjem aktivirajo seti genov za produkcijo 
citoplazemskih nematotoksičnih proteinov (galektini) in proteinov, ki jih celice izločajo 
in imajo protibakterijsko delovanje (Plaza in sod., 2016). Galektini so proteini, ki se 
specifično vežejo na β-galaktozidazne sladkorje in se nahajajo v obliki tetramera 
(Barondes in sod., 1994). Najbolj znani galektini, ki so jih izolirali iz gobe C. cinerea so 
obrambni proteini CGL1, CGL2 in CCTX2. Sinteza galektinov CGL1 in CGL2 se 
sproži, ko goba zazna napad ogorčice Aphelenchus avenae. Po drugi strani, ko začne 
ogorčica Caenorhabditis elegans s pašo hif , se gliva brani s pomočjo galektina CCTX2, 
za katerega je znano, da inhibira rast ličink C. elegans (Plaza in sod., 2016). Lektin 
KKP je neopisan protein iz gobe C. cinerea, ki izkazuje podobnost z glivnimi lektini z 
beta-triperesnim zvitjem, kot sta CNL in MpL. Tvori oligomere in njegova specifičnost 
vezave na ogljikove hidrate ni znana. 
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2.5.6 Lektin TBL iz gobe Terfezia boudieri 
Lektin TBL so izolirali iz plodišč tartufa in spada v družino aktinoporinu podobnih 
lektinov. Tvori tetramere in ima dvea vezavni mesti za ogljikove hidrate, in sicer eno, ki 
se z nizko afiniteto specifično veže na GlcNAc in drugo z visoko afiniteto za vezavo na 
Thomsen–Friedenreichov (Tf) antigen, disaharid Galβ1-3GalNAcα1 (Varrot, 2016). 
 
2.6 BIOLOŠKA AKTIVNOST LEKTINOV 
Lektini kažejo svojo biološko aktivnost na več različnih nivojih. Vključeni so v različne 
celične procese, od razvoja celice, medcelične komunikacije do prepoznavanja 
patogenov (Gupta, 2012; Maverakis in sod., 2015). Sposobni so vezave na membrano 
rakavih celic, pri čemer delujejo citotoksično, inhibirajo tumorsko rast ali sprožijo 
celično smrt (apoptozo). Povzročajo tudi celično aglutinacijo. Lahko se tudi vežejo na 
ribosome in na ta način inhibirajo sintezo proteinov (Hassan in sod., 2015). 
2.6.1 Protimikrobno delovanje 
Lektini, ki zavirajo rast mikroorganizmov so zelo uporabni v biotehnologiji in medicini. 
Glede na podatke v literaturi temelji protibakterijsko delovanje proti po Gramu 
pozitivnim in po Gramu negativnim bakterijam na interakciji lektina s komponentami 
celične stene, vključno s teihoično in teihuronsko kislino, peptidoglikani in 
lipopolisaharidi (Bourne in sod., 1994). Zelo učinkovito protibakterijsko delovanje ima 
lektin MBL ali manoza-vezavni lektin (angl. mannose-binding lectin, MBL), ki je del 
človeškega obrambnega imunskega sistema. Deluje tako, da se veže na površinske 
ogljikove hidrate bakterij iz rodu Salmonella, Streptococcus, Staphylococcus, virusa 
HIV ali virusa influence A, kvasovk iz rodu Candida, in tudi na površinske oglikove 
hidrate protozojev (Leishmania). Njegova vezava povzroči aktivacijo encimske poti 
komplementa in posledično lizo celic (Koch in sod., 2001). Lektin izoliran iz rastline 
Curcuma amarissima kaže protibakterijsko in protiglivno delovanje. Lektin je pri 
minimalnih inhibitornih koncentracijah, ki so se gibale okoli 0,44 mg/mL inhibiral rast 
bakterij Bacillus subtillis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus in kvasovke 
Candida albicans (Kheeree in sod., 2011).  
2.6.2 Protiadhezivno delovanje 
Lektini imajo zavirajoče delovanje tudi na bolj odporne strukture, kot je naprimer 
biofilm mikroorganizmov. Lektinom, izoliranim iz nekaterih stročnic, so dokazali vpliv 
na strukturo biofilma po Gramu pozitivnih bakterij. Lektini se vežejo na 
eksopolisaharide znotraj biofilma, predvsem na galaktozo in manozo, ki imajo ključno 
vlogo pri stabilnosti biofilma (Pérez-Giménez in sod., 2009), vzdrževanju medceličnih 
vezi med bakterijami ter vezi med površino in celicami. Posledično pride zaradi 
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delovanja lektina do prekinitve teh vezi, inhibicije rasti celic in zmanjšanja mase 
biofilma (Ma in sod., 2007). 
Vpliv lektinov na bakterijski biofilm lahko temelji tudi na delovanju lektinov na 
zmanjšanje števila že pritrjenih bakterij, na žive celice biofilma (Liljemark in sod., 
1981) ali na formiranje biofilma preko vpliva na lipopolisaharidni sloj (Rocchetta in 
sod., 1999). Lektini so sposobni interakcije z lipopolisaharidnim slojem, ter tako pri po 
Gramu negativnih bakterijah inhibirajo adhezijo bakterij in razvoj bakterijskega 
biofilma (Biswas in sod., 2009). Npr. lektin iz semena rastline Canavalia maritima v 
koncentraciji 200 μg/mL zmanjša biomaso biofilma bakterije Streptococcus mutans 
(Cavalcante in sod., 2011). Lektini izolirani iz vrsti rdečih alg Bryothamnion triquetrum 
in Bryothamnion seaforthii so se pri koncentraciji 100 μg/mL sposobni vezati na 
pelikel, ki je plavajoči biofilm. Na ta način zmanjšajo oprijemanje novih bakterij iz rodu 
Streptococcus (Teixeira in sod., 2007). 
 
2.7 IZBRANI MIKROORGANIZMI  
Mikroorganizmi v naravi obstajajo v planktonski obliki, kot prostoplavajoče enote, ali 
kot sistemske enote, ki vezane na podlago ali tekočino tvorijo biofilm.  
2.7.1 Planktonska oblika 
Planktonska oblika je tista oblika mikroorganizmov, ki kolonizira nove niše. Ponavadi 
se posamezne celice ločijo od biofilma in kolonizirajo nove površine ter povzročajo 
širjenje okužb. Celice ki se nahajajo v planktonski obliki so manj odporne na 
protimikrobne snovi, makrofagom in ostale imunske celice, ki so sposobne fagocitoze, 
ter imajo manj možnosti za preživetje (Høiby in sod., 2011). 
Listeria monocytogenes je za človeka in živali patogena bakterija, saj povzroča 
listerioze, ki se največkrat prenašajo z nepasteriziranimi živili (Kathariou, 2002). Je zelo 
razširjena v okolju, odporna na zmrzovanje, izsuševanje in zelo visoko temperaturo. 
Podobno je tudi primarno nepatogena bakterija Listeria innocua odporna na ekstremne 
vrednosti pH, temperature, ter visoke koncentracije soli. Je razširjena v okolju in 
prisotna v hrani (Buchrieser in sod., 2003).  
Bakterija Bacillus cereus je oportunistično patogena bakterija. Spore vrste B. cereus so 
bolj hidrofobne od ostalih spor iz rodu Bacillus, kar povečuje sposobnost adhezije na 
različne površine in tvorbo biofilma (Gopa in sod., 2015). 
Po Gramu pozitivna bakterija Staphylococcus aureus je fakultativno anaerobna 
bakterija, in je del normalne človeške mikrobne flore. Je najpogostejši povzročitelj 
bolnišničnih okužb in okužb nastalih preko okuženih, stalno vstavljenih, medicinskih 
pripomočkov, kot so npr. katetri. Gre za patogeno bakterijo, ki se prenaša s hrano, 
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predvsem s surovim mlekom, mlečnimi in mesnimi izdelki (Rode in sod., 2007). 
Najbolj virulentni so odporni sevi, kot je proti meticilinu odporen S. aureus (MRSA), ki 
proizvajajo močne β-laktamaze (Guignard in sod., 2005). 
Po Gramu negativna bakterija Escherichia coli je komenzal v prebavnem traktu ljudi in 
toplokrvnih živali. Je oportunistični patogen, ki se prenaša s hrano. V okolju predstavlja 
indikator fekalnega onesnaženja. Obstaja več različnih sevov te vrste, veliko jih je zelo 
patogenih kot npr. EPEC ali enteropatogena E. coli (Goosney in sod., 2000). 
Bakterija Salmonella enterica serovar infantis je fakultativno anaerobna bakterija, ki se 
pogosto prenaša s hrano. Pogost vir te bakterije je perutnina. Raziskave so potrdile, da 
obstajajo sevi S. infantis, ki so odporni proti nekaterim antibiotikom, kot so ampicilin, 
tetraciklin in cefalotonin (Gal-Mor in sod., 2010). 
Po Gramu negativna bakterija Campylobacter jejuni, je patogena bakterija, ki je pogost 
povzročitelj gastroenteritisov. Bakterije C. jejuni so sposobne kolonizirati prebavni trakt 
ptic, zato je perutnina pogost rezervoar okužb (Colles in sod., 2009). Zaradi pogoste 
uporabe kinolonskih antibiotikov v medicini in veterini so se pojavili odporni sevi. 
C. jejuni so zelo posebne po Gramu negativne bakterije, saj so mikroareofilne bakterije, 
ki so zelo občutljive na spremembe okoljskih pogojev a so hkrati sposobne preživeti v 
različnih odpornih oblikah (Alfredson in Korolik, 2007). 
Kvasovka Candida albicans je komenzal in sestavlja normalno mikrobno floro. V 
določenih okoliščinah lahko postane patogena in povzroča kandidozo. Ima značilno 
dimorfno obliko: obliko kvasovke ali invazivno večcelično filamentozno obliko. 
Kvasovka C. albicans ima več različnih mehanizmov proti protiglivnim snovem, med 
katerimi je najpogostejši zmanjšan vnos snovi v celico (Mishra in sod., 2007). 
Plesen Aspergillus ochraceus je filamentozna gliva, ki se ponavadi nahaja v tleh. Njene 
spore se širijo po zraku in se hitro adaptira na različne ekološke niše (Reponen in sod., 
2012). Proizvaja različne sekundarne metabolite, ki so za človeka zelo nevarni. Tak je 
primer toksin ohratoksin A, ki je eden izmed najbolj znanih mikotoksinov v hrani. 
Največkrat so ga izolirali iz pekovskih izdelkov in žitaric (Ghibaudo in Peano, 2010). 
2.7.2 Biofilm 
Biofilm predstavlja skupino mikroorganizmov, ki so vezani na površino in med seboj 
ter izločajo zunajcelične polimerne snovi (angl. extracellular polymeric substances, 
EPS). Predstavljajo velik problem v proizvodnji živil in v medicini, saj so celice znotraj 
biofilma zaščitene zaradi česar so zelo odporne proti zunanjim vplivom. Nastajajo lahko 
na: živih površinah, kot so rastlinske ali živalske celice, ter neživih površinah oz. 
sintetičnih materialih, ki so prisotni v medicini in industriji. Mikroorganizmi imajo na 
svoji površini različne glikane in izločajo zunajcelične polimerne snovi. Te imajo 
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pomembno vlogo pri adheziji mikroorganizmov ter pri mehanični stabilnosti biofilma in 
njegovem 3D ogrodju (Abraham in sod., 2015).  
Adhezija je večstopenjski proces, pri katerem se mikrobni adhezini vežejo na 
receptorska mesta biotskih ali abiotskih površin. Pri tem se posamezne celice pritrdijo 
na površino pri čemer sodelujejo fizikalno-kemijske reakcije, kot so van der Waalsove 
sile, gravitacijske sile, hirofobne interakcije ter elektrostatični naboj površine 
(Katsikogianni in Missirlis, 2004; Abraham in sod., 2015). Na nadaljnje pritrjevanje in 
adhezijo mikroorganizmov vplivajo številni dejavniki, kot so okoljski dejavniki (npr. 
temperatura, pH, dostopnost hranil), lastnosti površine (npr. sestava materiala, 
hidrofobnost, površinski naboj), površinski naboj mikrobnih celic, struktura mikrobne 
celične stene ter medcelična signalizacija (Katsikogianni in Missirlis, 2004). Adhezija 
predstavlja prvo stopnjo pri izgradnji biofilma. Če vplivamo na proces adhezije lahko 
posledično vplivamo tudi na nastanek in širjenje biofilma (Dunne, 2002).  
Bakterije vrste Bacillus subtilis med tvorbo biofilma izločajo galaktozo, glukozo in N-
acetil-galaktozo (GalNAc) (Chai in sod., 2012). Biofilmi se razvijajo v evaporatorjih in 
delih za razprševanje, zato je pogosto okuženo mleko v prahu (Gopa in sod., 2015).  
Bakterije L. monocytogenes so zelo odporne in preživijo v obliki biofilma tudi znotraj 
industrijskih obratov. Dokazali so, da tvorijo sevi L. monocytogenes in L. innocua več 
biofilma v prisotnosti manoze in trehaloze (Jaradat in Bhunia 2002). Raziskave na 
celičnih kulturah so dokazale, da so za adhezijo pri bakterijah iz rodu Listeria odgovorni 
fibronektin vezujoči protein in protein za adhezijo Listeria (LAP) (Gilot in sod., 1999). 
Bakterija Staphylococcus aureus je najpogostejši povzročitelj bolnišničnih okužb. 
Prisotne so lahko tudi v živilski proizvodno-oskrbovalni verigi, kjer tvorbo biofilma 
spodbuja kombinacija natrijevega klorida in glukoze (Rode in sod., 2007). Raziskave 
kažejo, da je za adhezijo pri rodu Staphylococcus odgovoren polisaharidni znotrajcelični 
adhezin (angl. polysaccharide intercellular adhesin, PIA). Odsotnost adhezina PIA 
povzroči manjšo tvorbo EPS in matriksa biofilma (Vuong in sod., 2004). 
Bakterije vrste Escherichia coli so prav tako sposobne tvorbe biofilma in predstavljajo 
glavni vzrok za vnetja črevesa. Adhezini, specifično vezani na manozo ali glukozo, 
omogočajo bakterijam E. coli pritrditev na evkariontske celice (Low in sod., 1996).  
Bakterije vrste Pseudomonas aeruginosa so sposobne adhezije in tvorbe biofilma na 
medicinski opremi iz nerjavečega jekla, polistirena ali polivinilklorida (Høiby in sod., 
2010). Za formiranje biofilma in prvi korak adhezije je pomemben protein flagelin, ki 
gradi bakterijski bič (Olsen in sod., 2013). 
Pri bakteriji Campylobacter jejuni so za adhezijo zelo pomembni bakterijski adhezini, 
predvsem adhezin CadF (angl. Campylobacter adhesin to fibronectin). Ta povezuje 
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bakterijo s fibronektinom, ki olajša interakcijo med bakterijo in gostiteljsko celico in 
omogoča kolonizacijo gostiteljske celice (Mamelli in sod., 2006). 
Poleg bakterij povzročajo velik problem v medicini in industriji tudi biofilmi kvasovk in 
plesni (Slika 6), ki so odporni na obstoječa protimikrobna sredstva. Raziskave so 
potrdile, da je za formiranje biofilma kvasovke Candida albicans potreben polimer 
manoze ti. manan. Biofilm plesni se razlikuje, saj celice rastejo v obliki hif, ki podobno 
kot bakterijske celice izločajo zunajcelični matriks in sekundarne metabolite (Singhal in 
sod., 2011).  
 
 
Slika 6: Glivni biofilm plesni A. fumigatus in kvasovke C. albicans (Bruns in sod., 2010) 
Legenda: ECM = zunajcelični matriks  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 SHEMA POTEKA DELA 
 
Slika 7: Shema poteka dela  
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Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis 
AppliChem, Nemčija Glicerol 
Appolo Scientific, VB IPTG (Izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid) 
BD, ZDA 30 G BactoTryptone 
BD, ZDA Enzymatic digest of casein (N-Z amini AS) 
Biolife, Italija  TSB (Tryptic Soy Broth) 
Biolife, Italija TSA (Tryptic Soy Agar) 
Carlo Erba Reagents, Italija EtOH 
Carlo Erba Reagents, Italija HCl 
Canalco, Nizozemska Bromfenol modro 
Fluka, Nemčija Akrilamid/bis (40 %) 
Fluka, Nemčija KCl 
GE Healthcare, Švedska Nosilec Sephacryl® S – 200 High Resolution 
Invitrogen, ZDA Nativni poliakrilamidni gel- 
Merck, Nemčija CH3COOH 
Merck, Nemčija EtOH 96 % 
Merck, Nemčija Gramova raztopina kristal vijoličnega 
Merck, Nemčija H2CO 
Merck, Nemčija MetOH 
Merck, Nemčija Na2SO4 
Merck, Nemčija TEMED (Tetrametiletilendiamin) 
Merck, Nemčija Urea 
Merck, Nemčija AgNO3 
Promega, ZDA ATP (Buc Titer – Glo TM Buffer + Buc Titer – Glo TM Substrate) 
Promega, ZDA Ampicilin 
SIGMA ALDRICH, ZDA APS- Ammonium Persulphate 98 % 
SIGMA ALDRICH, ZDA BisTris 
SIGMA ALDRICH, ZDA Glukoza 
SIGMA ALDRICH, ZDA Kanamicin 
SIGMA ALDRICH, ZDA KH2PO4 
SIGMA ALDRICH, ZDA Lactoza monohidrat 
SIGMA ALDRICH, ZDA MgCl2 
SIGMA ALDRICH, ZDA MgSO4 
SIGMA ALDRICH, ZDA Na2SO3 
SIGMA ALDRICH, ZDA Na2CO3 
SIGMA ALDRICH, ZDA NaCl 
SIGMA ALDRICH, ZDA RPMI 
se nadaljuje...  
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Nadaljevanje preglednice 1: Seznam uporabljenih kemikalij 
Proizvajalec Reagenti 
SIGMA ALDRICH, ZDA Tricine 
SIGMA ALDRICH, ZDA Yeast Extract 
SIGMA ALDRICH, ZDA YPD (Kvasni ekstrakt – pepton – dekstroza) 
SIGMA ALDRICH, ZDA Glicin 
Serva, Nemčija NaDS (Natrijev dodecil sulfat) 
Serva, Nemčija Na2HPO4 
Serva, Nemčija NH4Cl 
Serva, Nemčija pufer TET (Tris – EDTA – Triton X – 100) 
Serva, Nemčija Tris 
Thermo Scientific, ZDA Coomassie Brilliant Blue G-250 
Thermo Scientific, ZDA Imidazol 
Thermo Scientific, ZDA MHA (Mueller – Hinton Agar) 
Thermo Scientific, ZDA MHB (Mueller – Hinton Broth) 
Thermo Scientific, ZDA Na – thiosulfate 
 
3.2.2 Gojišča 
Tekoče gojišče LB (Luria-Bertani): 1 L gojišča vsebuje: 10 g Bacto - Tryptone, 
10 g NaCl, 5 g kvasnega ekstrakta. 
Tekoče gojišče S.O.C.: 2 % kazeinski hidrolizat, 0,5 % kvasni ekstrakt, 10 mM NaCl, 
2,5 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glukoza. 
Tekoče gojišče ZY: 1 L gojišča vsebuje: 10 g N-Z amini AS (Bacto - Tryptone), 5 g 
kvasnega ekstrakta. 
Tekoče gojišče 50 x 5052: 100 mL gojišča vsebuje: 25 g glicerol, 2,5 g glukoza, 10 g 
α–laktoza monohidrat, 73 mL dH2O. 
Tekoče gojišče 50 x M: 100 mL gojišča vsebuje: 17,75 g Na2HPO4, 17 g KH2PO4, 
13,4 g NH4Cl, 3,55 g Na2SO4, 80 mL dH2O. 
Tekoče/ trdo gojišče: TSB (angl. Tryptic Soy Broth)/TSA (angl. Tryptic Soy Agar): 
Tripton 17,0 g, soja pepton 3,0 g, glukoza 2,5 g, NaCl 5,0 g, K2HPO4 2,5 g, agar 15g/L. 
Tekoče gojišče: YPD (angl. Yeast Extract-Peptone-Dextrose Medium): bakteriološki 
pepton 20 g/L, kvasni ekstrakt 10 g/L, glukoza 20 g/L. 
Tekoče gojišče: RPMI (angl. Roswell Park Memorial Institute). 
Tekoče/ trdo gojišče: MHB (angl. Mueller – Hinton Broth)/MHA (angl. Mueller – 
Hinton Agar): 2,0 g/L goveji ekstrakt, 17,5 g/L kazeinski hidrolizat, 1,5 g/L škrob, 
17 g/L agar. 
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Tekoče gojišče za avtoindukcijo: sestavljeno iz naslednjih gojišč v preglednici 2: 
Preglednica 2: Gojišče za avtoindukcijo ZYM-5052 
Gojišča, ki sestavljajo gojišče za avtoindukcijo Volumen (mL) 
gojišče ZY  958 
50 x 5052  20 
50 x M  20 
1 M MgSO4  2 
Antibiotik kanamicin  Koncentracija: 30 µg/mL  
 
3.2.3 Pufri in raztopine 
Pufri in raztopine za NaDS – PAGE elektroforezo: 
Pufer za ločevalni gel: 1,5 M Tris – HCl, pH 8,8. Za 100 mL pufra raztopimo 18,15 g 
Tris, pH uravnamo s koncentrirano HCl na 8,8, ter avtoklaviramo in hranimo v 
hladilniku pri 4 °C. 
Pufer za koncentrirni gel: 0,5 M Tris – HCl, pH 6,8. Za 100 mL pufra raztopimo 
6,05 g Tris, pH uravnamo s koncentrirano HCl na 6,8, ter avtoklaviramo in hranimo v 
hladilniku pri 4 °C. 
Nanašalni pufer: 2,5 mL pufra za koncentracijski gel, 2,0 mL glicerola, 4,0 mL 10 % 
NaDS raztopine, bromfenol modro, 1,5 mL H2O. Omogoča, da se vzorci posedejo na 
dno žepka v gelu in se ne raztopijo v elektrolitu pri izvajanju elektroforeze. 
Elektroforezni pufer: 75 g Tris, 360 g glicin, 25 g NaDS, do 0,5 L dH2O. Vrednost pH 
je bazična, približno 8. Hranimo ga pri sobni temperaturi. 
Raztopina NaDS (10 %). 
Raztopina APS (10 %). 
Raztopina Coomassie Blue (0,1 %): 5 uprašenih tablet Coomassie Brilliant Blue 
PhastGel Blue R – 350, 200 mL dH2O, 800 mL etanol. 
10 % razbarvalna raztopina: 10 % etanol, 5 % ocetna kislina. 
30 % razbarvalna raztopina: 30 % etanol, 10 % ocetna kislina. 
Pufer TET: 50 mM Trs – HCl, 2 mM EDTA, 0,1 % Triton X – 100, pH 7,5. 
Pufer za gelsko filtracijo: 0,02 M Tris, 0,3 M NaCl, 3 M urea, pH 7,5. 
Pufer 20 x PBS: 160 g/L NaCl, 4 g/L KCl, 28,8 g/L Na2HPO4, 4,8 g/L KH2PO4, pH 
7,4. 
1 M MgSO4: 24,65 g MgSO4 x 7 H2O, 87 mL dH2O. 
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Pufra za afinitetno kromatografijo: 
Ekvilibracijski/Wash pufer: 50 mM natrijev – fosfat, 300 mM NaCl, pH 7,00. 
Elucijski pufer: 50 mM natrijev – fosfat, 300 mM NaCl, 150 mM imidazol, pH 7,00. 
 
Pufri za prenos western: 
Pufer za prenos: 2,93 g Tris, 5,81 g glicin, 3,75 mL 10 % SDS, 200 mL metanol, do 
1 L miliQ H2O. 
Raztopina za barvanje pri prenosu western: 500 µL ocetne kisline, 0,005 g 
Coomassie G250, 20 mL MetOH, 30 mL miliQ H2O. 
 
Pufri za nativno elektroforezo: 
Elektroforezni pufer: 10,46 g BisTris, 8,96 g Tricin, do 50 mL miliQ H2O. 
Anodni pufer: 30 mL 20x elektroforezni pufer, 570 mL miliQ H2O. 
Katodni pufer: 10 mL 20x elektroforezni pufer, Coomassie G250, 180 mL miliQ H2O. 
Raztopina za gel po nativni elektroforezi: 40 % MetOH, 10 % ocetna kislina, 60 mL 
dH2O. 
Raztopine za barvanje proteinov v srebru: 
Raztopina za fiksiranje: 50 % EtOH, 12 % ocetna kislina, 50 µL 37 % H2CO na 
100 mL.  
Raztopina za spiranje: 50 % EtOH. 
Raztopina za predobdelavo: 0,02 % Na2S2O3 20 mg/100 mL, 50 µL 37 % H2CO na 
100 mL.  
Raztopina za impregnacijo: 0,2 % AgNO3 200 mg/100 mL, 50 µL 37 % H2CO na 
100 mL. 
Razvijalna raztopina: 6 % Na2CO3 6 g/100 mL, 50 µL 37 % H2CO na 100 mL, 2 mL 
0,02 Na2S2O3. 
Raztopina stop: 50 % EtOH, 12 % ocetna kislina. 
 
ATP Assay System Bioluminescence Detection Kit for ATP Measurement; 
BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay: Bac Titer – Glo 
TM
 Buffer, Bac Titer – 
Glo 
TM
 Substrate (Promega, ZDA).  
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3.2.4 Biološki material  
Preglednica 3: Biološki material 
OZNAKA SEVA VIR SEVA 
Bacillus cereus ŽMJ91 
Zbirka ZIM, Laboratorij za živilsko mikrobiologijo,  
BF, Ljubljana 
Staphyloccocus aureus ŽMJ72 
Laboratorij za živilsko mikrobiologijo,  
BF, Ljubljana 
Listeria innocua ŽM39 
Laboratorij za živilsko mikrobiologijo,  
BF, Ljubljana 
Listeria monocytogenes 7H58 
Laboratorij za živilsko mikrobiologijo,  
BF, Ljubljana 
Escherichia coli ŽM370 
Laboratorij za živilsko mikrobiologijo,  
BF, Ljubljana 
Pseudomonas aeruginosa ŽMJ87 
Laboratorij za živilsko mikrobiologijo,  
BF, Ljubljana 
Salmonella infantis ŽM9 
Laboratorij za živilsko mikrobiologijo,  
BF, Ljubljana 
Campylobacter jejuni K49/4 
Laboratorij za živilsko mikrobiologijo,  
BF, Ljubljana 
Aspergillus ochraceus 
Laboratorij za živilsko mikrobiologijo,  
BF, Ljubljana 
Candida albicans ATCC10261 
Laboratorij za živilsko mikrobiologijo,  
BF, Ljubljana 
kompetentne celice E.coli BL21 (DE3) Odsek za biotehnologijo, IJS, Ljubljana 
plazmid pET24HisKKP Odsek za biotehnologijo, IJS, Ljubljana 
plazmid pET11ArCnSl3 Odsek za biotehnologijo, IJS, Ljubljana 
 
3.2.5 Laboratorijska oprema 
Preglednica 4: Seznam laboratorijske opreme 
Proizvajalec Oprema 
Amicon, ZDA Ultrafiltracijska celica: Amicon 8400 
Applied Biosystems, ZDA Naprava za določanje aminokislinskega zaporedja ''Procise 
492A Automated Sequencing System'' 
Aviv Biomedical, ZDA Circular Dichroism Spectrometer, 62A DS 
se nadaljuje...  
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Nadaljevanje preglednice 4: Seznam laboratorijske opreme 
Proizvajalec Oprema 
Binder, Nemčija Inkubator: Binder BD 115 
Bio - Rad, ZDA Aparatura za NaDS-PAGE elektroforezo: Mini protean II 
Blau Brand, Nemčija Števna ploščica Bürker-Türk  
B. Braun Biotech International, 
Nemčija 
Stresalnik CERTOMAT HK 
Drummond Scintific Co., ZDA Propipeta: Pipet aid 
Eppendorf, Nemčija Avtomatske pipete (100 – 5000 µL) in tipsi 
Eppendorf, Nemčija Centrifuga: Eppendorf Centrifuge 5424 
Eppendorf, Nemčija Epice (2 mL) 
Eppendorf, Nemčija Termoblok 
GE Healthcare Life Sciences, 
Austria 
Filter papir: Whatman 
Gorenje, Slovenija Hladilnik/zmrzovalnik (-20 ºC, -80 ºC) 
Integra biosciences AG, Švica Izpiralec Integra Vacusafe 
Invitrogen, ZDA Aparatura za nativno elektroforezo: XCell SureLock™ Mini-
Cell Electophoresis System 
Julabo, ZDA Vodna kopel TW8 
Kambič, Slovenija Stresalnik 
Kambič, Slovenija Inkubator 
KEFO, Slovenija Membrana za prenos Western: Immobilon®-Psq, PVDF, 0,2 µm 
Messer, Nemčija Plinska jeklenka 
Mo Bi Tec, Nemčija Filter za afinitetno kromatografijo na laktozil-sefarozi, 35 µm 
Mo Bi Tec, Nemčija Kolona za afinitetno kromatografijo na laktozil-sefarozi Mobicol 
"Classic" PerkinElmer, ZDA Spektrofotometri: Lambda 25 
PerkinElmer, ZDA Lambda Bio + 
Ratiolab, Nemčija Kivete za spektrofotometer 
Sartorius, Nemčija Stresalnik CERTOMAT HK 
Seven Easy, ZDA pH- meter: Mettler Toledo 
Tecan Safire, Avstrija Spektrofotometer 
TECHNE, Velika Britanija Termoblok: Dri – Block DB 100/2 
Tehtnica, Slovenija Magnetno mešalo: Rotamix SHP – 10 
Tehtnica, Slovenija Orbitacijski stresalnik: Vibromix 10, Vortex, Vibromix 31 
Tehtnica, Slovenija Centrifuga 
Thermo Scientific, ZDA Dializno črevo: Slyde – A - Lyzer®MINI Dialysis Devices 
Thermo Scientific, ZDA Hlajena centrifuga: Sorwall Lynx 4 000 
Thermo Scientific, ZDA Spektrofotometer: NanoDrop 2000 C 
Ultrasound Technology, Nemčija Sonikator: Hielscher 
UVItec, Velika Britanija Aparatura za fotografiranje gelov: Sistem UVItec 
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3.3.1 Transformacija plazmidov v kompetentne celice 
V procesu transformacije smo uporabili kompetentne celice E.coli BL21 (DE3), ki so 
bile shranjene pri – 80 ºC. Celice smo najprej odtalili na ledu in jim dodali 1 µL 
plazmida. Uporabili smo dva plazmida: 
 pET24HisKKP, ki ima zapis za lektin KKP in zapis za kanamicinsko rezistenco; 
 pET11ArCnSl3, ki ima zapis za lektin CnSlB in zapis za ampicilinsko rezistenco. 
Po deset-minutni inkubaciji na ledu smo naredili temperaturni šok z inkubacijo celic v 
vodni kopeli (Julabo TW8) pri 42 ºC, in jih nato hladili na ledu še 10 min. Potem smo 
dodali gojišče SOC (500 µL), stresali 1 h pri 37 ºC v stresalniku (CERTOMAT HK), ter 
centrifugirali (Eppendorf 542) 2 min pri 7000 x g. Delež supernatanta (300 µL) smo 
odstranili, preostanek pa resuspendirali in nacepili na trdno gojišče z ustreznim 
antibiotikom. Antibiotike smo dodali zaradi preprečitve izgube plazmidov in rasti 
nezaželjenih mikrobov (Preglednica 4). Gojišče s celicami (100 µL), ki so bile 
transformirane s plazmidom pET24HisKKP smo nacepili na gojišče LBK s 
kanamicinom, celice transformirane s plazmidom pET11ArCnSl3 pa na gojišče LBA z 
ampicilinom. Plošče smo inkubirali preko noči v inkubatorju pri 37 ºC (BINDER BD 
115).  
Preglednica 5: Uporabljena antibiotika 
Antibiotik Koncentracija Gojišče Plazmid 
Kanamicin 30 µg/mL LB medij pET24HisKKP 
Ampicilin 10 µg/mL  LB medij pET11aCnSl3 
 
3.3.2 Priprava rekombinantnih lektinov 
Lektina CNL in MpL so izolirali raziskovalci Odseka za biotehnologijo Instituta »Jožef 
Stefan«. Izolacija lektina TBL je rezultat dela raziskovalcev iz Centre de Recherche sur 
les Macromolécules végétales, Grenoble, Francija. Lektina CnSlB in KKP smo izrazili 
in očistili v okviru magistrskega dela v laboratorijih Odseka za biotehnologijo Instituta 
»Jožef Stefan«. Lektine smo ustrezno dializirali in skoncentrirali, ter jih sterilno filtrirali 
in alikvotirali za teste na mikroorganizmih. 
3.3.3 Razmere gojenja produkcijskega seva in indukcije izražanja rekombinantnih 
proteinov 
Kolonije bakterije E. coli transformirane s plazmidom pET11aCnSl3 smo precepili v 
100 µL gojišča in stresali preko noči pri 37 ºC, 150 rpm (inkubator CERTOMAT HK). 
Naslednji dan smo prekonočno kulturo precepili v 12 erlenmajeric z gojiščem LB z 
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ustreznim antbiotikom (200 in 250 mL) in stresali pri 37 ºC, 250 rpm (inkubator 
CERTOMAT HK), oziroma 160 rpm (inkubator Kambič). Ko je OD600 kulture dosegel 
vrednost približno 1 smo izražanje proteinov sprožili z dodatkom IPTG (izopropil – β – 
D - tiogalaktopiranozid) (1 mM) in nadaljevali s stresanjem. Po petih urah stresanja pri 
OD600 4,4, smo kulture prelili v ohlajene 500 mL centrifugirke in celice ločili od gojišča 
s centrifugiranjem (6000 g, 10 min, 4 °C). Od tod naprej so vsi postopki potekali v 
ohlajeni centrifugi (4 °C) oziroma na ledu (prav tako smo uporabljali raztopine ohlajene 
na ledu). Celični sediment smo resuspendirali v 48 mL pufra TET (pH 7, 5) in nastalo 
suspenzijo celic prenesli v centrifugirko, ter shranili pri -80 ºC. Pred in po indukciji z 
IPTG smo kulturi izmerili OD600. Dodatno smo v vzorcih celice ločili od gojišča s 
centrifugiranjem (4602 x g, 2 min) in celična sedimenta za analizo z NaDS-PAGE 
shranili pri -20 °C. 
3.3.4 Avtoindukcija izražanja rekombinantnih proteinov 
Avtoindukcijski sistem je bil razvit za visoko stopnjo proteinskega izražanja, ki se 
sproži z IPTG v inducibilnem bakterijskem ekspresijskem sistemu, brez spremljanja 
celične rasti. Avtoindukcija je posledica različnega metaboličnega stanja celic ter 
prisotnosti laktoze v gojišču. Ko pride do katabolne represije z glukozo, celice začnejo z 
uporabo laktoze, pri čemer pride do indukcije proteinske ekspresije. Ker celice ne 
morejo izkoristiti produkt katabolizma laktoze - galaktozo ostaja polovica ogljika in 
energije nedostopne. Takrat celice začnejo uporabljati glicerol, kot končni vir ogljika in 
energije (Studier, 2005).  
Preglednica 6: Raztopine, ki sestavljajo gojišče za avtoindukcijo 
ZY 
10 g encimsko razgrajeni kazein, 
5 g kvasni ekstrakt, 1 L dH2O 
avtoklavirano 
gojišče 
Kvas in kvasni ekstrakt 
močno spodbujata rast 
bakterij E. coli. 
50 x 5052 
25 g glicerol, 73 mL dH2O, 2,5 g 




(0,2 µm, Whatman) 
Pufer, ki uravnava pH in vir 
glicerola, končnega vira 
ogljika in energije. 
50 x M 
80 mL H2O, 17,75 g Na2HPO4, 
17 g KH2PO4, 13,4 g NH4Cl, 
3,55 g Na2SO4 
Sterilno prefiltrirano 
gojišče 
(0,2 µm, Whatman) 
Pufer, ki uravnava pH in vir 
dušika, ki je potreben za 
zvišanje proteinske sinteze. 
1M 
MgSO4 
24,65g MgSO4 x 7 H2O,  
87 mL dH2O 
Sterilno prefiltrirano 
gojišče 
(0,2 µm, Whatman) 
Raztopina zagotavlja 
magnezij, nepogrešljiv za 
doseganje maksimalne celične 
gostote. 
 
Proces avtoindukcije smo uporabili za izražanje proteina KKP v kompleksnem gojišču 
(Preglednica 6). Vsa gojišča smo nacepili s prekonočno kulturo E. coli s kanamicinom 
(glej 3.3.1). Stresanje je potekalo v stresalniku (Kambič), pri 37 ºC in 160 rpm, dokler 
Korošec S. Bioaktivno delovanje lektinov gob iz redu Agaricales na izbrane mikroorganizme. 




kultura ni dosegla željeno gostoto (OD600 1). Potem smo temperaturo stresalnika znižali 
na 23 ºC, ter inkubirali s stresanjem preko noči. Nato je sledil proces izolacije 
rekombinantnih proteinov. 
3.3.5 Izolacija rekombinantnih proteinov 
Izolacijo proteinov smo začeli s pomočjo tehnik zamrzovanja in taljenja, ter sonikacije, 
s pomočjo katerih smo razbili celice (Slika 8). Celični sediment, zmrznjen pri -80 ºC, 
smo odtalili v mrzli vodi ter na ledu izvedli sonikacijo (12 min, cikel 0, 9, amplitude 
90 %). Po sonikaciji smo vzorec centrifugirali po shemi (Slika 8) in po vsakem 
centrifugiranju in resuspendiranju sedimenta, odvzeli vzorce za analizo z NaDS–PAGE 
(300 µL), katere smo shranili pri -20 ºC. Pri resuspendiranju sedimenta smo uporabili 




Slika 8: Shema postopnega centrifugiranja in odvzemanja vzorcev za NaDS–PAGE 
Legenda: pufer TET: 50 mM Trs – HCl, 2 mM EDTA, 0,1% Triton X – 100, pH 7,5. 
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3.3.6 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata 
(NaDS-PAGE) 
Z elektroforezo NaDS–PAGE ločujemo proteine na osnovi njihove velikosti oziroma 
mase in naboja, s tem da je v vseh pufrih in gelu prisoten natrijev dodecil sulfat, ki daje 
proteinu dodaten negativen naboj. Molekule se na poti skozi manj zamrežen 
koncentrirni gel skoncentrirajo in ko dosežejo bolj zamrežen ločevalni gel, se začnejo 
ločevati na osnovi naboja in velikosti (Rath in sod., 2009).  
 
Preglednica 7: Reagenti za pripravo koncentracijskega in ločevalnega gela pri NaDS–PAGE 
 Koncentrirni gel (4 %) Ločevalni gel (12 %) 
dH2O 6,335 4,335 
pufer * 2,500 2,500 
NaDS (10 %) 0,100 0,100 
akrilamid/bis (40 %) 1,000 3,000 
APS  0,050 0,050 
TEMED 0,015 0,015 
končni volumen (mL) 10,000 10,000 
* pufer za koncentrirni gel: 1,5 M Tris – HCl, pH 6,8 
* pufer za ločevalni gel: 1,5 M Tris – HCl, pH 8,8 
Z metodo NaDS–PAGE smo v vzorcih preverili prisotnost in količino posameznih 
lektinov ter jo uporabili tudi pri čiščenju proteinov za ugotavljanje njihove čistosti in 
velikosti. Pri NaDS–PAGE smo uporabili aparaturo za NaDS–PAGE (Mini – Protean 
II®, BioRad, ZDA), in 12 % poliakrilamidni gel debeline 1,5 mm, ki smo ga pripravili 
po shemi (Preglednica 7). Analizirane vzorce smo najprej združili s nanašalnim pufrom 
za NaDS–PAGE, ter v termobloku inkubirali 10 min pri 100 ºC in nanesli na gel. Kot 
standard smo uporabili »Amersham Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS 
Electrophoresis« (Amersham Biosciences). Elektroforeza je potekala v pufru z NaDS 
pri 35 mA/gel. Po končani NaDS–PAGE elektroforezi smo gele pobarvali v mešanici 
Coomassie Brilliant Blue z 20 % ocetno kislino, ter jih po 1h razbarvali z razbarvalno 
raztopino.  
3.3.7 Barvanje proteinov v srebru 
Metoda barvanja proteinov v srebru je zelo občutljiva in se še posebej izkaže, ko 
uporabljamo zelo majhne količine vzorcev proteinov. Barvanje smo izvajali po 
protokolu Blum in sod. (1987). Gel z vzorci smo po končani elektroforezi najprej 
fiksirali v raztopini za fiksiranje (>1 h), ter ga spirali v raztopini za spiranje (50 % 
etanol) (3 x 20 min). Za točno eno minuto smo gel prestavili v raztopino za 
predobdelavo, ki povečava občutljivost gela. Potem je sledila impregnacija s srebrom v 
temi (20 min). Po končani impregnaciji smo gel spirali v destilirani vodi (2 x 30 s), ter 
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ga razvili s pomočjo razvijalne raztopine, ki je omogočila da so lise proteinov postale 
vidne. Ko so bile lise jasne smo razvijanje ustavili z raztopino stop (10 min), gel 
poslikali, ter ga sprali v raztopini za spiranje (> 20 min). 
3.3.8 Gelska kromatografija 
Gelska kromatografija je kromatografska metoda, ki ločuje molekule glede na velikost. 
To metodo smo uporabili za čiščenje lektinov. Pri gelski kromatografiji smo uporabili 
kolono dolžine 116 cm in premera 4,5 cm, v kateri se je nahajal nosilec (stacionarna 
faza) Sephacryl S–200. Pred nanosom vzorca smo stacionarno fazo 24 h spirali s 
pufrom za gelsko kromatografijo (0,02 M Tris, 0,3 M NaCl, 3 M urea, pH 7,5). Frakcije 
so se zbirale na 25 min, pri pretoku 42,6 mL/h. Po končani gelski kromatografiji smo 
izmerili A280 posameznih frakcij s pomočjo spektrofotometra Lambda 25 (PerkinElmer), 
ter jih analizirali z metodo NaDS–PAGE. 
3.3.9 Afinitetna kromatografija z imobiliziranim kovinskim ionom  
Afinitetna kromatografija z imobiliziranim kovinskim ionom je analitična metoda, ki se 
uporablja za čiščenje rekombinantnih proteinov označenih s histidinskim označevalcem, 
v tem primeru lektina KKP označenega s histidinskim označevalcem. Za ločevanje smo 
uporabili ione kobalta, saj ima histidin afiniteto do kobaltovih ionov, za elucijo pa 
kompetitivne molekule, v tem primeru imidazol, ki ima podobno stransko verigo kot 
histidin. Kompeticija med imidazolom in imidazolnim obročem histidinskih ostankov 
proteinov omogoča ločevanje rekombinantnega proteina od nosilca. Postopek smo 
izvajali po protokolu TALON (2011). S pomočjo ekvilibracijskega pufra smo najprej 
pripravili nosilec, ki ga predstavljajo sefarozne kroglice, ki nosijo kelatorje za ione 
kobalta. Potem smo nosilcu dodali vzorec proteina, ter jih z mešanjem na rotacijskem 
stresalniku (20 min), pri sobni temperaturi, homogenizirali in s tem omogočili, da se s 
histidinom označeni proteini vežejo na nosilec. Vzorec smo centrifugirali 
(700 x g, 5 min), odstranili supernatant in s pomočjo pufra za spiranje sprali vse 
neadsorbirane in nespecifično vezane proteine in reducirali prisotne nečistoče. Izpiranje 
tarčnih proteinov smo izvajali s pomočjo pufra za izpiranje z imidazolom. Eluate smo 
zbirali v epice (0,5 mL) in prisotnost proteinov preverjali z merjenjem absorbance pri 
280 nm s spektrofotometrom NanoDrop (NanoDrop 2000 C, Thermo Scientific). 
3.3.10 Afinitetna kromatografija na laktozil-sefarozi 
Metodo afinitetne kromatografije na laktozil-sefarozi smo uporabili za preverjanje 
aktivnosti lektina CNL. Za izvajanje afinitetne kromatografije smo uporabili kolono 
Mobicol "Classic" (Mo Bi Tec) ter filter z velikostjo por 35 µm. V kolono s 
postavljenim filtrom smo dodali nosilec laktozil-sefarozo (300 µL). Z dodatkom laktoze 
smo nosilec naredili bolj specifičen za vezavo lektina CNL. S centrifugiranjem pri  
845 x g, 30 s, 4 ºC smo dosegli usedanje nosilca v kolono. Nosilec smo petkrat spirali s 
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pufrom PBS pri 845 x g, 30 s, 4 ºC, pri čemer smo vsako pretočno frakcijo zavrgli. Po 
končanem spiranju smo na nosilec nanesli vzorec CNL (70 µg) oziroma kontrolni lektin 
MpL (70 µg), ter dodali pufer PBS (do 500 µL). Kolono smo z vzorci inkubirali na 
rotatorju 2 h pri 4 ºC. Po inkubaciji smo kolono še enkrat centrifugirali (845 x g, 30 s, 
4 ºC), pretočno frakcijo pa shranili za analizo. Nosilec smo potem sedemkrat spirali pod 
že omenjenimi pogoji in smo suhi sefarozi dodali 250 µL nanašalnega pufra za NaDS-
PAGE, ter inkubirali v termobloku pri 95 ºC, 10 min. Po centrifugiranju pri  
18 407 x g 2 min smo supernatant, ki je vseboval izprane denaturirane proteine shranili 
za analizo z NaDS-PAGE.  
3.3.11 Ultrafiltracija 
Ultrafiltracija (UF) je vrsta membranske filtracije, pri kateri sile hidrostatičnega pritiska 
potiskajo tekočino skozi polprepustno membrano, prepustno za vodo in 
nizkomolekularne topljence. Koncentrirali smo frakcije gelske kromatografije, v katerih 
smo z NaDS–PAGE potrdili prisotnost proteinov. Pri ultrafiltraciji smo uporabili 
ultrafiltracijsko celico Amicon 8 400 ter membrane z velikostjo por 5 in 3 kDa. Pri 
ultrafiltraciji lektina CnSlB smo vzorcem najprej uravnali pH s koncentrirano HCl na 
pH 6,5, saj bi v pufru PBS lahko prišlo do obarjanja proteinov zaradi bližine 
izoelektrične točke. Ultrafiltracija je potekala pri 4 ºC, v hladni sobi, na magnetnem 
mešalu in priklopljenemu nadtlaku tekočega dušika. Po končani ultrafiltraciji smo 
izmerili A280 (NanoDrop 2000 C, Thermo Scientific). 
3.3.12 Dializa 
Dializa je biokemijski proces ločevanja snovi, ki temelji na prehajanju delcev 
(proteinov) skozi polprepustno membrano. S pomočjo dialize smo lektinom po gelski 
filtraciji odstranili ureo, kar je omogočilo pravilno zvijanje proteinov v aktivno 
konformacijo. Pri dializi lektina CnSlB smo uporabili dializno membrano, oz. dializno 
črevo premera 22 mm in z velikostjo por 3,5 kDa. Dializo smo izvajali pri 4 ºC v hladni 
sobi ob mešanju na magnetnem mešalu. Lektine smo dializirali 16 h v 3 L dializnega 
pufra 3 (0,05M Tris, 0,15 M NaCl, 1,5 M urea, pH 6,5) in potem 8 h in še 16 h v 2 L 
dializnega pufra 4 (0,05M Tris, 0,15 M NaCl, pH 6,5). Za dializo lektinov KKP, CNL 
in MpL smo uporabili dializno črevo Slyde – A - Lyzer®MINI Dialysis Devices 
(Thermo Scientific, ZDA) in pufer PBS (pH 7,4). Pufra PBS ni bilo možno uporabljati 
pri dializi lektina CnSlB zaradi bližine izoelektrične točke in možnega obarjanja 
proteinov. Pri dializi v dializnem črevu smo osemkrat zamenjali pufer. 
3.3.13 Določanje koncentracije rekombinantnih proteinov 
Očiščenim in skoncentriranim lektinom smo izmerili koncentracijo s pomočjo 
spektrofotometra pri valovni dolžini 280 nm. Uporabili smo spektrofotometre Lambda 
25 (PerkinElmer) in NanoDrop 2000 C (Thermo Scientific). S pomočjo podatkov o 
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molarnemu absorpcijskemu koeficientu (ε) proteina, smo njegovo koncentracijo 
izračunali iz absorbance z uporabo Beer-Lambertovega zakona: 
A = ε • c • l,                                                                                                          ... (1)  
kjer je A absorbanca, ε molarni absorpcijski koeficient [l/mol•cm], c molarna 
koncentracija [mol/L] in l dolžina optične poti [cm]. 
3.3.14 Prenos western in določitev N-končnih zaporedij rekombinantnih proteinov 
Prenos western je tehnika, kjer se v električnem polju protein prenese iz 
poliakrilamidnega gela na PVDF (polivinilden difluoridno) membrano. Cilj izvedbe te 
metode je bil, da preverimo identiteto lektinov KKP in CnSlB. Pri prenosu western smo 
najprej ločili proteine z NaDS-PAGE. Za prenos western smo pripravili membrano 
PVDF (Immobilon®-Psq,PVDF, 0,2 µm, Merck Millipore), katero smo najprej zmočili 
v metanolu, sprali v destilirani vodi in ekvilibrirali v pufru za prenos, v katerem smo 
tudi ekvilibrirali filter papir (Whatman) in poliakrilamidni gel. Prenos smo izvajali v 
pufru za prenos western 90 minut pri konstantnem toku 200 mA. Po končanem prenosu 
smo membrano spirali v deionizirani vodi na orbitacijskem stresalniku pri 50 rpm preko 
noči. Proteine na membrani smo barvali približno 2 minuti v raztopini za barvanje pri 
prenosu western, ki smo jo predhodno prefiltrirali skozi filter papir (Whatman). 
Membrano smo nato razbarvali v 50 % metanolu. Lisam lektinov KKP in CnSlB smo 
določili N-končna aminokislinska zaporedja z avtomatizirano Edmanovo degradacijo, s 
čimer smo želeli potrditi identiteto pripravljenega rekombinantnega proteina. N-končno 
zaporedje je določila dr. Adrijana Leonardi (Odsek za molekularne in biomedicinske 
znanosti, Institut »Jožef Stefan«) na aparturi ''Procise 492A Automated Sequencing 
System'' (Applied Biosystems). 
3.3.15 Nativna poliakrilamidna gelska elektroforeza 
Nativna ali nedenaturirajoča gelska elektroforeza poteka v odsotnosti NaDS-a. 
Uporabljamo jo, ko je treba ohraniti interakcije med proteinskimi podenotami in njihovo 
nativno konformacijo, ločevanje pa poteka v odvisnosti od naboja, oblike in velikosti 
proteina (Krsnik-Rasol in sod., 2004). Za metodo nativne elektroforeze smo uporabili že 
predpripravljen gel ''Novex Native PAGE Bis-Tris Gel System'' (Life Technologies). 
Najprej smo vsak žepek gela izprali s katodnim pufrom, anodni pufer smo pa dodali z 
zunanje strani gela, nanesli vzorce, ter dodali katodni pufer. Elektroforeza je potekala v 
ledeni kopeli, najprej 1 h pri 150 V in 10 mA, potem še 1-1,5 h pri 250 V in 4 mA. Po 
končani elektroforezi smo gel dvakrat po 30 min inkubirali v raztopini 40 % metanola in 
10 % ocetne kisline. Potem smo gel obarvali v raztopini Comassie Brilliant Blue. 
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3.3.16 CD spektroskopija 
Cirkularni dikroizem (CD) je oblika spektroskopije, ki temelji na različni absorbciji 
levo- in desno-sučne cirkularno polarizirane svetlobe, ki je posledice strukturne 
asimetrije molekule. Metoda se uporablja za določanje optične izomerije molekul, ter 
določanje sekundarne in terciarne strukture protenov. Instrument pomeri razliko v 
absorbanci med levo- in desno-sučno polarizirano svetlobo in to razliko označujemo s 
terminom eliptičnosti (Ɵ) (Kelly in sod., 2005). To metodo smo uporabili za analizo 
konformacije pripravljenih lektinov, oz. za preverjanje pravilnega zvitja in njihove 
aktivne oblike. Spektre CD proteinov smo posneli s pomočjo spektrometra AVIV® 
CIRCULAR DICHROISM SPECTROMETER, 62A DS, v UV-območju 185-250 nm 
pri konstantnem toku dušika.  
Koncentracijo proteinov smo najprej uravnali na 0,2 mg/mL. Cirkularni dikroizem je 
potekal pri konstantni temperaturi 25 ºC. Za meritev smo uporabili kiveto dolžine 
0,1 cm. Spektre CD smo izračunali tako, da smo od spektrov CD posameznih proteinov 
najprej odšteli spekter pufra PBS. S spodnjo enačbo smo izračunali molarno eliptičnost 
na aminokislinski ostanek [Ɵ] λ, v stopinjah ali mdeg, pri čemer je Mmrw povprečna 
molska masa aminokislinskega ostanka v g/mol, C koncentracija proteinov v mg/mL, in 
l dolžina kivete v cm, in dobili povprečno eliptičnost aminokislinskega ostanka 
([Θ]mrw, v deg cm
2
/dmol)  
 [Θ]mrw = Θ×Mmrw                                                                                    ... (2)  
10×C×l 
 
3.4 PROTIMIKROBNO DELOVANJE LEKTINOV 
3.4.1 Delovni organizmi, njihovi rastni pogoji, priprava inokuluma in lektinov 
Pri delu smo uporabili različne seve bakterij, kvasovk in plesni (Preglednica 8) in za 
vsakega uporabili primerno gojišče. Za bakterije S. aureus, B. cereus, L. innocua 
in L. monocytogenes smo uporabili tekoče gojišče TSB, za C. jejuni pa tekoče gojišče 
MHB. Bakterije S. aureus, B. cereus, L. innocua in L. monocytogenes smo inkubirali v 
aerobni atmosferi pri 37 °C, bakterije C. jejuni pa v mikroaerofilni atmosferi, ki vsebuje 
približno 10 % CO2 in 5 % O2, pri 42 °C. Kvasovko C. albicans smo gojili v gojišču 
YPD v aerobni atmosferi pri 26 °C, plesen A. ochraceus pa v gojišču za plesen RPMI, v 
aerobni atmosferi pri 27 °C. Spore plesni A. ochraceus smo šteli s pomočjo števne 
ploščice Bürker-Türk. 
Inokulum smo pripravili iz namnožene prekonočne kulture, v kateri je bila končna 
koncentracija celic 10
6
 CFU/mL. Delovno koncentracijo 500 µg/mL vsakega lektina 
Korošec S. Bioaktivno delovanje lektinov gob iz redu Agaricales na izbrane mikroorganizme. 




smo pripravili v ustreznem gojišču glede na testiran mikoorganizem. Lektine smo med 
delom hranili na ledu. Priprava lektinov za metodo določevanja adhezije je potekala na 
isti način, s tem da smo osnovno raztopino vsakega lektina pripravili v dveh 
koncentracijah 10 µg/mL in 50 µg/mL. 
Preglednica 8: Delovni mikroorganizmi 
Po Gramu pozitivne bakterije: Gojišče Temperatura Atmosfera 
Staphylococcus aureus ŽMJ72 TSB 37 °C Aerobna 
Bacillus cereus ŽMJ91 TSB 37 °C Aerobna 
Listeria innocua ŽM39 TSB 37 °C Aerobna 
Listeria monocytogenes 7H58 TSB 37 °C Aerobna 
Po Gramu negativne bakterije:    
Escherichia coli ŽM370 TSB 37 °C Aerobna 
Pseudomonas aeruginosa ŽMJ87 TSB 37 °C Aerobna 
Salmonella infantis ŽM9 TSB 37 °C Aerobna 
Campylobacter jejuni K49/4 MHB 42 °C Mikroaerofilna 
Kvasovka: Candida albicans ATCC10261 YPD 26 °C Aerobna 
Plesen: Aspergillus ochraceus RPMI 27 °C Aerobna 
 
3.4.2 Metoda določevanja protimikrobnega delovanja z mikrodilucijo 
Protimikrobno delovanje lektinov smo ovrednotili z metodo mikrodilucije s katero smo 
določili MIK, oz. minimalno inhibitorno koncentracijo. Metoda obsega redčenje 
protimikrobne snovi v tekočem gojišču v polistirenski mikrotitrski ploščici.  
Izvedba metode: V prvo vrstico luknjic na mikrotitrski ploščici smo nanesli 100 µL 
lektina v koncentraciji 500 µg/mL, v vse ostale pa 50 µL gojišča. Vsebino prve luknjice 
smo premešali s pipeto ter 50 µL prenesli v naslednjo vrstico in ponovno premešali. 
Postopek redčenja smo ponavljali do zadnje vrstice, iz katere smo 50 µL zavrgli. Nato 
smo v vse luknjice dodali 50 µL inokuluma mikroorganizma, vsebino premešali na 
mešalcu mikrotitrskih ploščic (500 rpm, 1 min) ter jih 24 h inkubirali v optimalnih 
pogojih za posamezen organizem. Na ta način smo pripravili redčitve lektinov od 
koncentracije 250 µg/mL do 1,95 µg/mL. Za pravilno ovrednotenje rezultatov smo na 
ploščici pripravili tudi pozitivno kontrolo (50 µL gojišča in 50 µL inokuluma) ter 
negativni kontroli gojišča (100 µL gojišča) ter lektina (50 µL gojišč in 50 µL lektina). 
Ovrednotenje: Po inkubaciji 24 h pri ustrezni temperaturi smo v vse luknjice dodali 
100 µL reagenta BacTiter-Glo (ATP Assay System Bioluminescence Detection Kit for 
ATP Measurement, BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay, Promega, ZDA) ter 
izmerili bioluminescenco s čitalcem mikrotitrskih ploščic (Tecan Safire). 
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Bioluminiscenca je proces emisije svetlobe mikroorganizmov in predstavlja konverzijo 
kemične energije v svetlobno, pri čemer encim luciferaza katalizira oksidacijo 
luciferina. Nastali signal bioluminiscence je direktno proporcionalen količini dodanega 
reagenta (Chollet in Ribault, 2012). Bioluminiscenčni signal je tako indikator metabolne 
aktivnosti celic.  
3.4.3 Metoda določevanja adhezije po barvanju s kristal vijoličnim 
Vpliv lektinov na adhezivne lastnosti mikroorganizmov smo ovrednotili z metodo 
barvanja biomase mikroorganizmov s kristal vijoličnim. Metoda obsega spremljanje 
adhezije mikroorganizmov na površino polistirenske mikrotitrske ploščice ob dodatku 
lekinov v koncentracijah, ki ne vplivajo na rast mikroorganizmov. Po prekonočni 
inkubaciji smo vezano barvilo na biomaso celic ovrednotili z merjenjem absorbance.  
Izvedba metode: V pripravljen inokulum smo dodali lektine v ustrezni koncentraciji 
10 μg/mL oz. 50 μg/mL ter pripravljene raztopine nanesli po 200 µL v vsako luknjico in 
mikrotitrsko ploščico 24 h inkubirali v optimalnih pogojih za posamezen organizem. 
Pritrjenim celicam smo nato s spiranjem s sterilno destilirano vodo in izpiralcem najprej 
odstranili nepritrjene celice prisotne v tekočini nad pritrjenimi celicami. Po spiranju smo 
celice fiksirali s sušenjem ploščic 10 min pri sobni temperaturi in v vsako luknjico 
dodali 200 µL kristal vijoličnega (1 mg/mL) ter barvali 15 minut. Barvilo smo odstranili 
s spiranjem pod tekočo vodo ter obarvane celice fiksirali s sušenjem ploščic 10 min pri 
sobni temperaturi. 
Ovrednotenje: V luknjice s po Gramu negativnimi bakterijami smo dodali 200 µL 
96 % etanola, v luknjice s po Gramu pozitivnimi bakterijami, kvasovko C. albicans ali 
plesnijo A. ochraceus pa 200 µL 33 % ocetne kisline. Po dodatku ustreznega barvila 
smo izmerili asborbanco pri valovni dolžini 584 nm na čitalcu mikrotitrskih ploščic. 
3.4.4 Statistična obdelava podatkov 
Statistično analizo podatkov protimikrobnega delovanja lektinov ter vpliva lektinov na 
adhezivne lastnosti mikroorganizmov smo izvedli s programom IBM SPSS Statistics 
23. Podatki so bili pridobljeni vsaj v v treh ponovitvah. Izvedli smo postopke Mann-
Whitney U test, Kruskal-Wallis H test, t testom, ANOVA in Spearmanovo korelacijo. α 
vrednost je znašala 0,05. Vsaka p vrednost manjša kot α vrednost nakazuje statistično 
značilne razlike med obravnavanimi podatki.   
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4.1 ANALIZA REKOMBINANTNIH PROTEINOV 
Pripravljeni lektini CnSlB, KKP, CNL, MpL in TBL so različnih velikosti. Pri analizah 
z NaDS-PAGE smo preverjali velikost lektinov v primerjavi z lestvico standarda in 
ocenili velikost lektina MpL na približno 15 kDa, lektina CnSlB na 24 kDa, lektinoma 
CNL in TBL približno 17 kDa, medtem ko je bil lektin KKP prisoten v dveh lisah, in 
sicer pri 20 kDa in 14,4 kDa. 
Preglednica 9: Pregled gobjih lektinov uporabljenih v mikrobnih testih 
Lektin Vir Oligomer Mm Vezan glikan 3D struktura 
CnSlB C. nebularis Dimer 24 kDa Saharoza β-triperesna 
CNL C. nebularis Homodimer 17 kDa GalNAcβ1-4GlcNAc β-triperesna 
KKP C. cinerea Ni podatka 14,4 in 20 kDa Ni podatka β-triperesna 
MpL M. procera Homodimer 15 kDa Galβ1-4GlcNAc β-triperesna 




Legenda: Mm= mase monomerov 
 
 
4.2 IZRAŽANJE IN ČIŠČENJE REKOMBINANTNEGA LEKTINA CnSlB  
Lektin CnSlB smo uspešno izrazili s pomočjo ekspresijskega sistema bakterije E. coli 
(Slika 9). Frakciji 5 (frakcija topna v 6 M sečnini) in 7 (frakcija topna v 8 M sečnini), v 
katerih je bil prisoten lektin, po raztapljanju inkluzijskih telesc, smo očistili s pomočjo 
gelske kromatografije (Slika 10). 
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Slika 9: Analiza vsebnosti proteinov v izbranih frakcijah izražanja in izolacije lektina CnSlB v bakteriji 
E. coli z NaDS-PAGE 
Legenda: Poliakrilamidni gel je barvan s Coomassie Brilliant blue (12 % (m/v). S številkami so označene 
frakcije, ki smo jih analizirali. Puščica označuje liso, ki predstavlja lektin CnSlB. OV, označevalec 
velikosti; I, bakterijski lizat pred indukcijo; II, bakterijski lizat po indukciji; 1, topna frakcija 
bakterijskega lizata; 2, netopna frakcija resuspendirana v pufru TET; 3, frakcija topna v pufru TET; 4, 
oborina resuspendirana v 6 M sečnini; 5, frakcija topna v 6 M sečnini; 6, oborina resuspendirana v 8 M 




Slika 10: Frakcije gelske kromatografije na primeru lektina CnSlB 
Legenda: Z rdečo barvo so označene posamezne frakcije (28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42), ki smo jih izbrali 
za analizo z NaDS-PAGE. 
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Posameznim frakcijam smo po gelski kromatografiji izmerili absorbanco pri 280 nm. 
Frakcije so pokazale visoko vsebnost proteinov. Proteini so se ločili v 3 vrhove (Slika 
10), pri čemer je bil lektin CnSlB prisoten predvsem v največjem srednjem vrhu. 
Z analizo NaDS–PAGE smo v frakcijah (28-42) potrdili prisotnost lektina CnSlB 
(Slika 11). Nato smo frakcije združili, jim uravnali pH na pH 6,5 in s pomočjo 
ultrafiltracije skoncentrirali protein. 
 
 
Slika 11: Analiza vsebnosti proteinov v frakcijah po gelski kromatografiji z NaDS-PAGE 
Legenda: Poliakrilamidni gel je barvan s Coomassie Brilliant Blue (12 % (m/v). S številkami so označene 
frakcije po gelski kromatografiji, ki smo jih analizirali. Puščica označuje liso, ki predstavlja lektin CnSlB. 
OV, označevalec velikosti; 1, frakcija topna v 6 M sečnini; 2, frakcija 28 gelske kromatografije; 3, 
frakcija 30 gelske kromatografije; 4, frakcija 32 gelske kromatografije; 5, frakcija 34 gelske 
kromatografije; 6, frakcija 36 gelske kromatografije; 7, frakcija 38 gelske kromatografije; 8, frakcija 40 
gelske kromatografije. 
 
4.3 IZRAŽANJE IN ČIŠČENJE REKOMBINANTNEGA LEKTINA KKP 
S pomočjo metode avtoindukcije smo uspešno izrazili lektin KKP. Uspešnost izražanja 
smo preverili z analizo NaDS-PAGE. Na gelu so bile jasno vidne lise lektina KKP pri 
velikosti 20 in 14 kDa (Slika 12). 
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Slika 12: Analiza vsebnosti proteinov izbranih frakcijah izražanja in izolacije lektina KKP v bakteriji E. 
coli z NaDS-PAGE 
Legenda: Poliakrilamidni gel je barvan s Coomassie Brilliant Blue (12 % (m/v). S številkami so označene 
frakcije, ki smo jih analizirali. Puščica označuje liso, ki predstavlja lektin KKP. OV, označevalec 
velikosti; I, bakterijski lizat pred indukcijo; II, bakterijski lizat po indukciji; 1, topna frakcija 
bakterijskega lizata; 2, netopna frakcija resuspendirana v pufru TET; 3, frakcija topna v pufru TET, 4, 
oborina resuspendirana v 6 M sečnini, 5, frakcija topna v 6 M sečnini; 6, oborina resuspendirana v 8 M 
sečnini, 7, frakcija topna v 8 M sečnini. 
 
 
4.3.1 Afinitetna kromatografija z imobiliziranim kovinskim ionom 
Metodo afinitetne kromatografije z imobiliziranim kovinskim ionom smo uporabili za 
čiščenje rekombinantnih proteinov označenih s histidinskim označevalcem, v tem 
primeru lektina KKP. Na prikazani Sliki 12 smo frakcijo izolacije lektina KKP 
označeno s številko 1, za katero smo menili, da vsebuje največ lektina KKP, uspešno 
očistili z afinitetno kromatografijo z imobiliziranim kovinskim ionom, ter izmerili A280. 
Po ponovljeni analizi z NaDS-PAGE smo v izbranih frakcijah afinitetne kromatografije, 
ki so označene z rdečo barvo (Slika 13), dokazali prisotnost tarčnega lektina KKP, ki se 
je izrazil pri dveh velikosti: pri 20 in 14,4 kDa (Slika 14). 
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Slika 13: Frakcije in eluati po afinitetni kromatografiji z imobiliziranim kovinskim ionom na primeru 
lektina KKP 




Slika 14: Analiza vsebnosti proteinov v frakcijah po afinitetni kromatografiji s kovinskim ionom z 
NaDS-PAGE 
Legenda: Poliakrilamidni gel je barvan s Coomassie Brilliant Blue (12 % (m/v). S številkami so označene 
frakcije po afinitetni kromatografiji, ki smo jih analizirali. Puščica označuje liso, ki predstavlja lektin 
KKP. OV, označevalec velikosti; 1, frakcija topna v 6 M sečnini; 2, nevezana frakcija spiranja Wn; 3, 
frakcija spiranja W 1; 4, frakcija spiranja W 2; 5, frakcija spiranja W3; 6, eluat E 4; 7, eluat E 7; 8, eluat 
E 10; 9, eluat E 20. 
 
Da bi pridobili čim več lektina KKP, smo frakcije spiranja W2, W3 in elucije od E4 do 
E8 čistili z metodo gelske kromatografije (Slika 15).  
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Slika 15: Frakcije po gelski kromatografiji na primeru lektina KKP 
Legenda: Z rdečo barvo so označene posamezne frakcije (49, 50, 52, 53, 54, 55, 56), ki smo jih izbrali za 
analizo z NaDS-PAGE. 
Pri rezultatih (Slika 15), opazimo vrh na kromatogramu, ki nam potrjuje v katerih 
frakcijah je prisoten lektin KKP (frakcije označene z rdečo barvo (49-56)). S ponovno 
analizo NaDS-PAGE (Slika 16) smo potrdili prisotnost lektina KKP v frakcijah (49-56), 
ki je potoval v dveh lisah znanih velikosti. 
 
 
Slika 16: Analiza vsebnosti proteinov v frakcijah po gelski kromatografiji z NaDS PAGE 
Legenda: Poliakrilamidni gel je barvan s Coomassie Brilliant Blue (12 % (m/v). S številkami so označene 
frakcije gelske kromatografije, ki smo jih analizirali. Puščica označuje liso, ki predstvalja lektin KKP. 
OV, označevalec velikosti; 1, frakcija 49 gelske kromatografije; 2, frakcija 50 gelske kromatografije; 3, 
frakcija 52 gelske kromatografije; 4, frakcija 53 gelske kromatografije; 5, frakcija 54 gelske 
kromatografije; 6, frakcija 55 gelske kromatografije; 6, frakcija 55 gelske kromatografije; 7, frakcija 56 
gelske kromatografije. 
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4.4 ANALIZA REKOMBINANTNIH LEKTINOV 
4.4.1 Prenos western in določitev N-končnih zaporedij rekombinantnih proteinov 
CnSlB in KKP  
S pomočjo Edmanove degradacije smo lektinoma CnSlB in KKP določili N-končno 
aminokislinsko zaporedje. Za liso velikosti 24 kDa smo določili zaporedje 
INPNLPGPNDVFVGYRGGTNN, s čimer smo potrdili prisotnost lektina CnSlB v 
vzorcu. Za lektin KKP smo analizirali N-končno zaporedje proteina v obeh lisah, 
velikosti 14,4 kDa in 20 kDa. V obeh lisah smo potrdili prisotnost naslednjega 
zaporedja: MHHHHHHEPGRYRVINVKGGTALDLDINNNSTVHGWAF. Pri 
analizi NaDS-PAGE je navidezna molekulska masa gobjih proteinov pogosto višja, kot 
je v resnici (Pohleven in sod., 2011; Sabotič in sod., 2007). Razlog za ta pojav ni znan. 
 
4.4.2 CD spektroskopija lektinov 
Z metodo CD spektrskopije smo določili spektre vseh petih lektinov (Slika 17, 18, 19) v 
UV-območju 185-250 nm. Spektri potrjujejo β-konformacijo vseh lektinov, s 
karakterističnim negativnim delom pri 205-215 nm in pozitivnim pri 196 nm. Vrhovi, ki 
se pojavljajo pri valovni dolžini 220-230 nm so posledica aromatičnih stranskih verig. 
Spektri CD kažejo pravilno zvitje vseh lektinov, z izjemo spektra CD za lektin CNL, ki 
se nekoliko razlikuje od že objavljenih spektrov, zato smo njegovo aktivnost analizirali 
s pomočjo afinitente kromatografije na laktozil-sefarozi. 
 
 
Slika 17: CD spektra lektina KKP (a) in lektina CnSlB (b) 
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Slika 18: CD spektra lektina MpL (a) in lektina CNL (b) 
 
 
Slika 19: CD spekter lektina TBL 
 
4.4.3 Afinitetna kromatografija lektina CNL na laktozil-sefarozi 
Afinitetna kromatografija na laktozil-sefarozi je bila uspešna, saj vidimo da se je lektin 
CNL vezal na laktozil-sefarozo (Slika 20), ker ga opazimo v vezani frakciji. Ker smo 
nanesli prekomerno količino proteina glede na količino nosilca, opazimo lektin CNL 
tudi v nevezani frakciji. S tem smo potrdili, da je lektin CNL aktiven in veže laktozo, 
kar pomeni, da verjetno lahko aktivno veže tudi glikoreceptorje mikroorganizmov.  
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Slika 20: Analiza vsebnosti proteinov v frakcijah po afinitetni kromatografiji na laktozil–sefarozi z 
NaDS-PAGE 
Legenda: Poliakrilamidni gel je barvan v srebru. S številkami so označene frakcije, ki smo jih analizirali. 
Puščica označuje liso, ki predstavlja lektin CNL. OV, označevalec velikosti; 1, lektin CNL; 2, nevezana 
frakcija, 3, vezana frakcija. 
 
4.4.4 Priprava rekombinantnih lektinov za analizo protimikrobnega delovanja in 
spremembe adhezije 
Po končani dializi smo zaradi kompatibilnosti z gojiščem in rastjo izbranih 
mikroorganizmov vsem vzorcem pripravljenih rekombinantnih lektinov zamenjali pufer 
s pufrom PBS, ter jim izračunali koncentracijo: CnSlB 2,29 mg/mL, KKP 2,62 mg/mL, 
CNL 7,00 mg/mL, TBL 8,3 mg/mL, MpL 5,73 mg/mL. Pred analizo njihove biološke 
aktivnosti smo jih sterilno filtrirali, alikvotirali in shranili pri -20 °C. 
 
4.5 BIOAKTIVNO DELOVANJE LEKTINOV 
Biološko aktivnost lektinov KKP, MpL, CNL, CnSlB ter TBL smo v nadaljevanju 
določili na izbranih vrstah po Gramu pozitivnih (Bacillus cereus, Listeria 
monocytogenes, Listeria innocua, Staphylococcus aureus) ter po Gramu negativnih 
bakterij (Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Salmonella infantis, Pseudomonas 
aeruginosa), kvasovki Candida albicans in plesni Aspergillus ochraceus.  
Posameznim lektinom KKP, MpL, CNL, CnSlB in TBL smo določili vrednost MIK ter 
njihov vpliv na adhezijo. Dobljene podatke smo statistično analizirali ter naredili 
naslednje primerjave:  
 Primerjava delovanja lektinov med posameznimi mikoroorganizmi. 
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 Primerjava delovanja lektinov med skupinami mikroorganizmov (bakterije, glive).  
 Primerjava delovanja lektinov med bakterijami (po Gramu pozitivne, po Gramu 
negativne), ter med skupinami bakterij in gliv (kvasovke, plesni). 
 Primerjava delovanja posameznega lektina med bakterijami (po Gramu pozitivne, 
po Gramu negativne), ter med skupinami bakterij in gliv (kvasovke, plesni). 
 Primerjava delovanja lektinov glede na medsebojno podobnost lektinov. 
4.5.1 Protimikrobno delovanje lektinov 
Posameznim lektinom KKP, MpL, CNL, CnSlB in TBL smo določili vrednost MIK, 
najnižjo koncentracijo, ki inhibira rast mikroorganizmov.  
Preglednica 10: Povprečne MIK vrednosti lektinov glede na posamezen mikroorganizem 





Bacillus cereus 250,0 ± 0,0 250,0 ± 0,0 
62,5 
 ± 0,0 
52,1 
± 18,0 










 ± 0,0 
41,7  
± 18,0 
Listeria innocua 125,0 ± 0,0 
104, 2 
 ± 36,1 
104, 2 
 ± 36,1 
125,0 ± 0,0 
36,5 






 ± 0,0 
125,0 ± 0,0 
93,8 





250,0 ± 0,0 
7,8 






 ± 0,0 
Escherichia coli 250,0 ± 0,0 
62,5 
± 0,0 








 ± 0,0 
62,5 
 ± 0,0 
104, 2 
 ± 36,1 
62,5 
 ± 0,0 
93,8 
 ± 54,1 
Pseudomonas 
aeruginosa 
250,0 ± 0,0 
62,5 




 ± 72,2 
125,0 ± 0,0 
Candida albicans 250,0 ± 0,0 
83,3 
 ± 36,1 
125,0 ± 0,0 
62,5 
 ± 0,0 




 ± 3,7 
250,0 ± 0,0 250,0 ± 0,0 250,0 ± 0,0 125,0 ± 0,0 
Legenda: CnSlB lektin iz C. nebularis, CNL lektin iz C. nebularis, KKP lektin iz C. cinerea, MpL lektin 
iz M. procera, TBL lektin iz T. boudieri; MIK – minimalna inhibitorna koncentracija; osenčene so MIK 
vrednosti, kjer je lektin vplival na določeni mikroorganizem z MIK nižjo od 100 µg/mL; odebeljene so 
številke MIK vrednosti, kjer je lektin vplival na določeni mikroorganizem z MIK 250,0 µg/mL. 
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Iz Preglednice 10 je razvidno učinkovito protimikrobno delovanje vseh lektinov na 
izbrane mikroorganizme. Največjo učinkovitost so imeli lektini z MIK pod 100 µg/mL 
(osenčena polja v preglednici 10). Taka sta lektina MpL in CnSlB, ki sta pri največjem 
številu mikroorganizmov inhibirala rast z MIK pod 100 µg/mL. Srednje učinkoviti so 
bili lektini z MIK nižjo od 250 µg/mL in višjo od 100 µg/mL. V primeru bakterije 
L. innocua so vsi lektini, z izjemo lektina TBL, uspešno inhibirali rast bakterije s 
srednje učinkovitimi minimalnimi inhibitornimi koncentracijami. Najmanj učinkoviti so 
bili lektini z MIK 250 µg/mL (odebeljene številke v preglednici 10). Tak je bil naprimer 
lektin KKP, ki je inhibiral rast bakterij ter lektini MpL, CNL in CnSlB, ki so učinkovito 
inhibirali rast plesni A. ochraceus.  
 
 Primerjava protimikrobnega delovanja lektinov med posameznimi 
mikoroorganizmi 
Na bakterije vrste B. cereus sta imela največje protimikrobno delovanje lektina CNL in 
CnSlB (MIK 62,5 mg/mL oz. 52,1 mg/mL). Ostali lektini so imeli višje vrednosti MIK. 
Vsi uporabljeni lektini so zelo učinkovito zavirali rast bakterije Listeria monocytogenes 
z MIK od 31,3 µg/mL do 83,3 µg/mL. Pri bakteriji L. innocua je bil v primerjavi z 
ostalimi lektini najbolj učinkovit lektin TBL z MIK 36,5 µg/mL (p= 0,037). Pri bakteriji 
S. aureus smo dokazali statistično značilno razliko (p= 0,034) med delovanjem lektina 
CNL (najmanj učinkovit) ter ostalih lektinov. Bakterije C. jejuni sta najbolj učinkovito 
inhibirala lektina MpL in TBL z MIK 7,8 µg/mL oz. 31,3 µg/mL (p= 0,025) v 
primerjavi z ostalimi lektini. Pri bakteriji E. coli sta imela lektina MpL in CnSlB MIK 
nižjo od 100 µg/mL. Na bakterijo S. infantis so vplivali lektini KKP, MpL in CnSlB z 
enako minimalno inhibitorno koncentracijo, medtem ko je lektin CNL deloval slabše. V 
primeru bakterije P. aeruginosa sta najbolj učinkovito inhibirala rast bakterij lektina 
MpL in CNL. Pri kvasovki C. albicans lahko izpostavimo učinkovitost lektina MpL in 
CnSlB z MIK med 83,3 µg/mL in 62,5 µg/mL v primerjavi z delovanjem ostalih 
lektinov (p= 0,025). Na plesen A. ochraceus je najbolj učinkoval lektin KKP z MIK 
10,4 µg/mL v primerjavi z delovanjem drugih letkinov (p= 0,037). 
 Primerjava protimikrobnega delovanja lektinov med skupinami 
mikroorganizmov (bakterije, glive) 
V primerjavi protimikrobne učinkovitosti vseh lektinov med posameznimi skupinami 
mikroorganizmov, torej med vsemi bakterijami (po Gramu pozitivne in po Gramu 
negativne) ter med vsemi glivami (kvasovke in plesni) je obstajala statistično značilna 
razlika (p= 0,003). Lektini so imeli večjo učinkovitost na skupino bakterij, s povprečno 
vrednostjo MIK pri 102,7 ± 75,9 µg/mL, kot na skupino gliv, s povprečno vrednostjo 
MIK pri 153,1 ± 87,6 µg/mL. 
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 Primerjava protimikrobnega delovanja lektinov med bakterijami (po 
Gramu pozitivne, po Gramu negativne), ter med skupinami bakterij in 
glivami (kvasovke, plesni) 
V primerjavi protimikrobne učinkovitosti vseh lektinov med po Gramu pozitivnimi in 
po Gramu negativnimi bakterijami ni bilo statistično značilne razlike. Statistično 
značilna razlika je obstajala (p= 0,002) v delovanju lektinov med skupinami bakterij in 
gliv (Preglednica 11), glede na to, da so MIK vrednosti lektinov pri po Gramu 
pozitivnih bakterijah (92,5 ± 64,9 µg/mL) in po Gramu negativnih bakterijah (112,9 ± 
84,9 µg/mL) bile nižje kot pri skupini gliv (153,1 ± 87,6 µg/mL)  
 
Preglednica 11: Primerjava MIK vrednosti lektinov med skupinami po Gramu pozitivnih bakterij, po 
Gramu negativnihbakterij in glivami. 
Legenda: Zvezdica (*) pomeni obstoj statistično značilne razlike med MIK vrednostmi. 
Znotraj skupin bakterij, med po Gramu pozitivnimi in po Gramu negativnimi 
bakterijami je obstajala statistično značilna razlika v delovanju lektina KKP. 
Učinkovitost lektina KKP je bila večja pri po Gramu pozitivnih bakterijah (Preglednica 
12). Primerjava po Gramu pozitivnih bakterij in gliv (kvasovke, plesni) je pokazala 
statistično značilno razliko pri delovanju lektina CNL in TBL, ki sta bolj učinkovito 
delovala na po Gramu pozitivne bakterije. Pri primerjavi po Gramu negativnih bakterij 
in gliv (kvasovke, plesni) je obstajala statistično značilna razlika le v primeru delovanja 
lektina MpL. Ta je bolj učinkovito deloval na po Gramu negativne bakterije 
(Preglednica 12).  
 
Preglednica 12: Primerjava MIK vrednosti lektinov glede na skupine mikroorganizmov 
 Po Gramu pozitivne/ Po 
Gramu negativne bakterije 
Po Gramu pozitivne 
bakterije/glive 
Po Gramu negativne 
bakterije/glive 
KKP p = 0,025
* 
p = 0,682 p = 0,213 
MpL p = 0,088 p = 0,187 p = 0,004
*
 
CNL p = 0,847 p = 0,006
*
 p = 0,052 
CnSlB p = 0,715 p = 0,081 p = 0,120 
TBL p = 0,157 p = 0,006
*
 p = 0,334 
Legenda: CnSlB lektin iz C. nebularis, CNL lektin iz C. nebularis, KKP lektin iz C. cinerea, MpL lektin 
iz M. procera, TBL lektin iz T. boudieri; zvezdica (*) pomeni obstoj statistično značilne razlike med MIK 
vrednostmi. 
 Po Gramu pozitivne/Po 
Gramu negativne bakterije 
Po Gramu pozitivne 
bakterije/glive 
Po Gramu negativne 
bakterije/glive 
p 0,286 0,002* 0,024* 
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 Primerjava protimikrobnega delovanja lektinov glede na medsebojno 
podobnost lektinov 
Primerjali smo podobnost v protimikrobnem delovanju lektinov CnSlB, CNL, KKP, 
MpL iz gob iz redu Agaricales, glede na podobnost lektinov. Poleg tega smo primerjali 
še protimikrobno delovanje lektina TBL iz redu Pezizales z ostalimi lektini. 
Razlike in podobnosti v strukturi lektinov in njihove vezave na določene glikane so 
lahko vzrok različnega protimikrobnega delovanja lektinov na različne skupine 
mikroorganizmov, čeprav v primerjavi protimikrobnega delovanja lektinov KKP, MpL, 
CNL in CnSlB nismo opazili statistično značilne razlike (p= 0,059). Tudi v primerjavi 
protimikrobnega delovanja lektinov CnSlB, CNL, KKP, MpL iz gob iz redu Agaricales 
z protimikrobnim delovanjem lektina TBL iz gob iz redu Pezizales ni bilo statistično 
značilne razlike. 
4.5.2 Vpliv lektinov na adhezijo mikroorganizmov 
Vpliv lektinov na adhezijo mikroorganizmov smo določili s pomočjo primerjave 
tretiranega mikroorganizma in kontrolnega mikroorganizma ter izračunom relativne 
količine adhezivnosti. Pozitivne relativne vrednosti adhezije kažejo, da dodani lektini 
povečujejo adhezivnost mikroorganizma, negativne vrednosti pa kažejo, da dodani 
lektini zmanjšujejo adhezivnost mikroorganizma. Upoštevali smo relatvine vrednosti 
večje od 10 %. Glede na protimikrobno delovanje smo za testiranje vpliva lektinov na 
adhezivne lastnosti mikroorganizmov izbrali dve koncentraciji, 50 µg/mL in 10 µg/mL.  
 Primerjava vpliva lektinov na adhezijo med posameznimi mikoroorganizmi 
V preglednici 13 so podane relativne vrednosti adhezije za posamezni mikroorganizem 
ob dodatku dveh različnih koncentracij posameznega lektina. Obe testirani koncentraciji 
sta imali vpliv na adhezijo mikroorganizmov.  
Testirani lektini so močno zmanjšali adhezivne lastnosti bakterij B. cereus in 
L. monocytogenes, pri različnih koncentracijah. Lektin CnSlB je pri obeh uporabljenih 
koncetracijah zmanjšal adhezijo, medtem ko je lektin MpL pri obeh uporabljenih 
koncentracijah povečal adhezijo bakterij L. innocua. Na povečanje adhezije bakterij 
L. innocua sta vplivala še lektina KKP in CNL v koncentraciji 10 µg/mL. Lektini KKP, 
CNL in TBL so pri obeh uporabljenih koncentracijah zmanjšali adhezivnost bakterij 
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Preglednica 13: Sprememba adhezije pri koncentracijah lektinov 50 µg/mL in 10 µg/mL glede 
na posamezen mikroorganizem. 
Lektin 
(µg/mL) 
KKP MpL CNL CnSlB TBL 








































































































































































































Legenda: CnSlB lektin iz C. nebularis, CNL lektin iz C. nebularis, KKP lektin iz C. cinerea, MpL lektin 
iz M. procera, TBL lektin iz T. boudieri; odebeljene so številke MIK vrednosti, kjer je lektin vplival na 
povečanje adhezije nad 10 %; oznaka "NS" pomeni da ni sprememb adhezij; osenčena so polja v 
primerih, kjer je prišlo do zmanjšanja adhezije. 
 
Z izjemo lektina CnSlB, ki ni pokazal vpliva na povečanje adhezivne lastnosti, so vsi 
lektini delovali v smeri povečanja adhezivnosti bakterij C. jejuni. Adhezivnost 
bakterij E. coli so zmanjšali vsi uporabljeni lektini pri obeh uporabljenih koncentracijah. 
Pri bakteriji S. infantis je lektin KKP zmanjšal adhezijo ne glede na koncentracijo, 
lektin CNL pa jo je bistveno povečal. Pri lektinu MpL je bil vpliv na adhezijo odvisen 
od testirane koncentracije. V primeru bakterije P. aeruginosa je le lektin CnSlB delno 
zmanjšal adhezijo pri obeh koncentracijah. Lektin CNL pa jo je delno povečal. 
Delovanje ostalih lektinov je bilo odvisno od dodane koncentracije. 
Le lektina CNL in TBL sta neodvisno od koncentracije zmanjšala adhezijo pri kvasovki 
C. albicans, medtem ko jo je lektin KKP pri obeh koncentracijah povečal. Vsi lektini so 
prav tako zmanjšali adhezijo plesni A. ochraceus. Izjema je bil lektin KKP v 
koncentraciji 10 µg/mL. 
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 Primerjava vpliva lektinov na adhezijo med skupinami mikroorganizmov 
(bakterije, glive) 
Pri primerjavi med skupinami mikroorganizmov ni bilo statistično značilnih razlik med 
skupinami bakterij in gliv, ne glede na uporabljeno koncentracijo lektinov. 
 Primerjava vpliva lektinov na adhezijo med bakterijami (po Gramu pozitivne, 
po Gramu negativne), ter med skupinami bakterij in glivami (kvasovke, plesni) 
Ne glede na uporabljeno koncentracijo lektinov smo dokazali razliko med po Gramu 
pozitivnimi in po Gramu negativnimi bakterijami. Lektini, ki smo jih dodali v 
koncentraciji 50 µg/mL so adhezivnost zmanjšali. Izjema je bil lektin CNL, ki je pri po 
Gramu negativnih bakterijah adhezijo povečal (Preglednica 14). Pri skupini gliv so 
lektini v koncentraciji 50 µg/mL adhezijo večinoma zmanjšali, z izjemo lektina KKP in 
CnSlB, ki sta jo v primeru kasovke C. albicans povečala. Lektini, ki smo jih dodali v 
koncentraciji 10 µg/mL so adhezivnost zmanjšali, z izjemo lektinov KKP, MpL, CNL in 
CnSlB, ki so v primeru nekaterih po Gramu pozitivnih bakterij adhezijo povečali 
(Preglednica 14). V primeru gliv je bil izjema lektin KKP, ki je v primeru obeh glivnih 
vrst adhezijo povečal in lektin CnSlB, ki je v enem primeru deloval v smeri povečanja 
adhezije. 
Preglednica 14: Primerjava spremembe adhezije mikroorganizmov pri koncentraciji lektinov 50 




Po Gramu pozitivne/Po 
Gramu negativne 
bakterije 
Po Gramu pozitivne 
bakterije/glive 
Po Gramu negativne 
bakterije/glive 




Po Gramu pozitivne/Po 
Gramu negativne 
bakterije 
Po Gramu pozitivne 
bakterije/glive 
Po Gramu negativne 
bakterije/glive 
p 0,008* 0,032* 0,665 
Legenda: Zvezdica (*) pomeni obstoj statistično značilne razlike med MIK vrednostmi 
 
Znotraj skupin bakterij, med po Gramu pozitivnimi in po Gramu negativnimi 
bakterijami smo ugotovili statistično značilno razliko v delovanju lektinov KKP, CNL 
in TBL v koncentraciji 50 µg/mL (Preglednica 15). Lektin KKP je pri po Gramu 
pozitivnih bakterijah zmanjšal adhezivnost v primerjavi z po Gramu negativnimi 
bakterijami. Lektin CNL je značilno povečal adhezijo znotraj skupine po Gramu 
negativnih bakterij, medtem ko je lektin TBL v skupini po Gramu pozitivnih bakterij 
pokazal močnejši vpliv na zmanjšanje adhezije. V primerjavi delovanja lektina TBL 
med skupinami po Gramu pozitivnih bakterij in gliv je bila statistično značilna razlika v 
delovanju lektina TBL v koncentraciji 50 µg/mL. Lektin je v primeru skupine po Gramu 
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pozitivnih bakterij močnejše zmanjšal adhezijo. V primerjavi skupine po Gramu 
negativnih bakterij s skupino gliv smo ugotovili, da obstaja statistična razlika v 
delovanju lektina CNL v koncentraciji 50 µg/mL. Lektin CNL je v skupini gliv 
zmanjšal adhezijo, pri po Gramu negativnih bakterijah pa je adhezijo povečal. 
 
Preglednica 15: Primerjava spremembe adhezije mikroorganizmov pri koncentraciji lektinov 50 µg/mL 
glede na skupine mikroorganizmov 
 
Po Gramu pozitivne/Po 
Gramu negativne bakterije 
Po Gramu pozitivne 
bakterije/glive 
Po Gramu negativne 
bakterije/glive 
KKP p = 0,011
* 
p = 0,814 p = 0,885 
MpL p = 0,613 p = 0,420 p = 0,296 
CNL p < 0,001
*
 p = 0,061 p < 0,001
*
 
CnSlB p = 0,496 p = 0,712 p = 0,546 
TBL p < 0,001
*
 p = 0,007
*
 p = 0,347 
Legenda: CnSlB lektin iz C. nebularis, CNL lektin iz C. nebularis, KKP lektin iz C. cinerea, MpL lektin 
iz M. procera, TBL lektin iz T. boudieri; zvezdica (*) pomeni obstoj statistično značilne razlike 
 
Preglednica 16: Primerjava spremembe adhezije mikroorganizmov pri koncentraciji lektinov 10 µg/mL 
glede na skupine mikroorganizmov 
 Po Gramu pozitivne/Po 
Gramu negativne bakterije 
Po Gramu pozitivne 
bakterije/glive 
Po Gramu negativne 
bakterije/glive 




 p < 0,001
*
 
MpL p = 0,090 p = 0,169 p = 0,014
*
 
CNL p = 0, 011
*
 p = 0,040
*
 p < 0,001
*
 
CnSlB p = 0,750 p = 0,314 p = 0,022
*
 
TBL p = 0,001 p = 0,097 p = 0, 044
*
 
Legenda: CnSlB lektin iz C. nebularis, CNL lektin iz C. nebularis, KKP lektin iz C. cinerea, MpL lektin 
iz M. procera, TBL lektin iz T. boudieri; zvezdica (*) pomeni obstoj statistično značilne razlike med MIK 
vrednostmi. 
 
Pri vplivu lektinov v koncentraciji 10 µg/mL (Preglednica 16) na adhezijo 
mikroorganizmov je izstopal lektin CNL, ki je v vseh treh primerjavah pokazal 
statistično razliko s povečanjem adhezivnosti po Gramu negativnih bakterij in 
zmanjšanjem adhezivnosti gliv. Pri vplivu lektina KKP v koncentraciji 10 µg/mL je 
obstajala statistična razlika v delovanju na obe skupini bakterij in skupino gliv, pri 
čemer je močno vplival na povečanje adhezije gliv. V primerjavi delovanja lektina MpL 
v koncentraciji 10 µg/mL na po Gramu negativne bakterije in glive, je lektin deloval na 
zmanjšanje adhezije gliv. V primeru lektina CnSlB v isti koncentraciji, je lektin z 
izjemo kvasovke C. albicans močno zmanjšal adhezijo. Lektin TBL je v primerjavi po 
Gramu negativnih bakterij in gliv pokazal statistično razliko v delovanju in zmanjšanju 
adhezije plesni A. ochraceus. 
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 Primerjava vpliva lektinov na adhezijo glede na medsebojno podobnost 
lektinov 
Primerjali smo vpliv lektinov na adhezivne lastnosti mikroorganizmov, glede na 
medsebojno podobnost lektinov CnSlB, CNL, KKP, MpL iz gob iz redu Agaricales. 
Poleg tega smo primerjali tudi vpliv lektina TBL iz gob iz redu Pezizales. 
V primerjavi spremembe adhezije po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih 
bakterij, ne glede na koncentracijo, so obstajale statistično značilne razlike v delovanju 
lektinov CnSlB, KKP, CNL in MpL. V uporabljeni koncentraciji 50 µg/mL so vsi 
lektini, razen lektina CNL delovali v smeri zmanjšanja adhezije (p= 0,011). Lektin CNL 
je v skupini po Gramu negativnih bakterij močno vplival v smeri povečanja adhezije. 
Pri koncentraciji 10 µg/mL je obstajala statistično značilna razlika (p= 0,022) v primeru 
delovanja na adhezijo bakterije Listeria innocua, kjer so vsi lektini, razen lektina CnSlB 
in TBL, delovali v smeri povečanja adhezije. 
V primeru adhezije kvasovke Candida albicans so lektini iz redu Agaricales delovali v 
koncentraciji 50 µg/mL predvsem v smeri povečanja adhezije. Le lektin CNL je 
zmanjšal adhezijo, tudi pri plesni A. ochraceus. Adhezijo plesni A. ochraceus so 
zmanjšali vsi lektini iz redu Agaricales, ne glede na koncentracijo. Nasprotno je vplival 
lektin KKP, ki je v koncentraciji 10 µg/mL povečal adhezijo.  
V primerjavi z lektini iz redu Agaricales je lektin TBL zelo učinkovito zmanjšal 
adhezijo. Lektin je v koncentraciji 50 µg/mL deloval v smeri zmanjšanja adhezije, v 
koncentraciji 10 µg/mL pa je deloval primerljivo z lektini iz redu Agaricales, ki so pri 
različnih mikroorganizmih delovali različno. V delovanju na skupino gliv, pa je pri obeh 
koncentracijah deloval v smeri zmanjšanja adhezije. 
4.5.3 Korelacija protimikrobnega delovanja lektinov in njihovega vpliva na 
adhezivne lastnosti  
Naredili smo korelacijo med protimikrobnim učinkom lektinov ter vplivom lektinov na 
adhezivne lastnosti mikroorganizmov (Preglednica 17). Na podlagi rezultatov lahko 
zaključimo, da med vrednostmi MIK in delovanjem lektinov na adhezijo ni korelacije. 
Iz tega sklepamo, da zmanjšanje adhezije ni posledica inhibicije rasti, temveč posledica 
vpliva na adhezivne lastnosti. 
Preglednica 17: Korelacija med MIK in spremembno adheziije pri različnih koncentracijah 
 MIK/sprememba adhezije pri 50 µg/mL MIK/sprememba adhezije pri 10 µg/mL 
ƪ 0,488 0,097 
Korelacija Ne Ne 
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5  RAZPRAVA 
Gobe so bogat naravni vir edinstvenih bioaktivnih snovi, kakršni so lektini (Varrot in 
sod., 2013). Gobji lektini se večinoma nahajajo znotraj celice (Wohlschlager in sod., 
2011) in izražajo svojo aktivnost v različnih celičnih procesih, od razvoja celice, 
medcelične komunikacije do prepoznavanja patogenov (Gupta, 2012; Maverakis in sod., 
2015). Protimikrobno delovanje lektinov večinoma temelji na interakciji s 
komponentami celične stene mikroorganizmov (Bourne in sod., 1994), zato lahko 
vplivajo tudi na odporne celične strukture kot je npr. biofilm. Na ta način lahko vplivajo 
na živost celic znotraj biofilma in tudi zmanjšajo število že pritrjenih bakterij (Liljemark 
in sod., 1981). Lektini se vežejo na eksopolisaharide prisotne znotraj biofilma, ki imajo 
ključno vlogo v stabilnosti biofilma (Pérez-Giménez in sod., 2009), vzdrževanju 
medceličnih vezi med bakterijami ter vezi med površino in celicami. Posledično pride 
do zmanjšanja jakosti teh vezi, inhibicije rasti celic in zmanjšanja mase biofilma (Ma in 
sod., 2007). Nastanek in stabilnost biofilma sta neposredno odvisna od ogljikovih 
hidratov. Glede na to, da lektini specifično in selektivno vežejo ogljikove hidrate, so 
zelo pomembni tudi za rast biofilmov. Raziskave njihovega vpliva na adhezivne 
lastnosti in vpliva na tvorbo biofilma so zato zelo aktualne.  
V magistrsko nalogo smo vključili pet lektinov CnSlB, KKP, CNL, TBL in MpL. Dva 
lektina, in sicer lektin CnSlB iz gobe meglenke (Clitocybe nebularis) in KKP iz gobe 
gnojiščna tintovka (Coprinopsis cinerea ) smo izrazili v bakterijskem ekspresijskem 
sistemu in očistili. Ostale tri lektine: CNL iz gobe C. nebularis, MpL iz gobe 
Macrolepiota procera in TBL iz tartufa Terfezia boudieri pa smo dobili očiščene. 
Lektine smo analizirali z NaDS-PAGE, in potrdili njihovo učinkovito čiščenje z 
metodami gelske in afinitetne kromatografije. Velikost posameznih lis na gelu ustreza 
molekulskim masam posameznih lektinov. 
Analiza funkcionalnega zvitja lektinov s spektrometrijo CD kaže podobno  
β-konformacijo in potrjuje, da so lektini po izolaciji dosegli aktivno konformacijo. CD 
spekter lektina CNL ni imel vseh karakteristik β-lista, zato smo z afinitnetno 
kromatografijo na laktozil-sefarozi potrdili, da je sposoben vezati laktozo, kar nakazuje, 
da je bil protein pravilno zvit. Pri lektinu CnSlB sta bila lepo izražena negativni del in 
vrh pri 230 nm podobno kot že pri objavljenem CD spektru (Žigon, 2011). CD spektra 
rekombinantnih lektinov KKP in MpL sta bila zelo podobna. MpL je imel β-triperesni 
vzorec zvitja, kar se je na CD spektru pokazalo z značilnim vrhom pri 230 nm, vrhom 
pri okoli 190 nm in negativnim delom pri okoli 200 nm (Žurga, 2015), kar smo pokazali 
tudi mi. 
Lektin TBL ima terciarno strukturo v obliki β-propelerja. V strukturni biologiji je  
β-propeler oblika β-zvitja proteina, ki ima obliko β-ravnine s karakteristično 
razporejenimi listi (4-8 listov) okrog centralne osi, kjer se nahaja aktivno mesto proteina 
(Murzin, 1992). Podoben CD spekter z dominantnim negativnim delom v razponu od 
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208 do 222 nm, so pokazali za strukturno podoben lektin AAL izoliran iz gobe oranžna 
latvica (Aleuria aurantia) (Olausson in sod., 2010), kar potrjuje pravilno zvitje lektina 
TBL.  
Analizirali smo protimikrobno delovanje lektinov in vpliv lektinov na adhezivne 
lastnosti po Gramu pozitivnih bakterij L. innocua, L. monocytogenes, B. cereus, 
S. aureus, po Gramu negativnih bakterij C. jejuni, E. coli, S. infantis, P. aeruginosa, 
kvasovke C. albicans in plesni A. ochraceus. Vrednosti MIK in adhezivne lastnosti 
lektinov iz gob iz redu Agaricales (CnSlB, KKP, CNL, MpL) smo primerjali med seboj 
in z lektinom TBL iz redu Pezizales. Dokazali smo protimikrobno delovanje in vpliv na 
adhezijo pri različnih skupinah mikroorganizmov, in sicer pri bakterijah in glivah. Na 
po Gramu pozitivne in po Gramu negativne bakterije sta imela največji učinek lektina 
CNL in CnSlB iz gobe Clitocybe nebularis ter lektin MpL iz gobe Macrolepiota 
procera iz redu Agaricales. Izmed teh bi lahko kot najbolj učinkovitega izpostavili 
lektin MpL. 
Primerjave lektinov iz gob različnih družin je pokazala tudi zelo učinkovito delovanje 
lektina iz gobe Terfezia boduieri iz redu Pezizales. Razlike, ki smo jih pokazali v 
delovanju lektinov CnSlB, KKP, CNL, MpL in TBL so med drugim lahko posledica 
različnega ekosistema gob iz katerih so lektini izolirani. Lektini KKP, MpL, CNL in 
CnSlB so izolirani iz gob, ki rastejo v gozdovih. Lektin TBL je izoliran iz gobe Terfezia 
boudieri, ki izvira iz tropskega klimatskega pasu in raste večinoma v puščavskih 
predelih (Chevalier, 2014). Življenjski prostor gobe, klimatski pogoji, temperatura in 
prisotnost vode imajo vpliv na rast gobe in njeno fiziologijo (Boddy in sod., 2013). 
Glede na to lahko sklepamo, da ima ekosistem gob vpliv na biološko aktivnost gobjih 
proteinov.  
Podobna biološka aktivnost lektinov CnSlB, CNL in MpL je lahko posledica 
podobnosti v strukturi lektinov in načinu vezave. Iz literature je znano, da že majhne 
variacije v specifičnosti do glikanov ali v sami strukturi lektinov vplivajo na različno 
delovanje na mikroorganizme. Vasconcelos in sod. (2014) so na primeru lektinov 
morskih alg dokazali, da lektini z identično specifičnostjo za glikane, kažejo različno 
delovanje na mikroorganizme. Skupini po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih 
bakterij se med sabo razlikujeta po glikanskih enotah na površini celic, ki so dostopne 
lektinom (Neu in sod., 2001). Glede na to, da imajo lektini različno afiniteto do 
različnih ogljikovih hidratov, so razlike pri protimikrobnem delovanju in vplivu na 
adhezijo pričakovane. Različno protimikrobno delovanje smo potrdili tudi mi, saj lektini 
CnSlB, KKP, CNL in MpL ne glede na podobnost nekaterih lastnosti, delujejo drugače 
na različne mikroorganizme. 
N-acetil glukozamin (GlcNAc) povezan z β 1-4 vezmi sestavlja peptidoglikan (Meroueh 
in sod., 2006), ki je pomembna polisaharidna struktura matriksa biofilma pri bakterijah 
vrste Bacillus in S. aureus (Gopa in sod., 2015). Celične stene bakterij vrste B. cereus so 
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bogate z N-acetilgalaktozaminom (GalNAc) (Leoff in sod., 2008). Lektina MpL in CNL 
imata afiniteto do vezave N-acetillaktozamina (Galβ1-4GlcNac) in  
N,N-diacetillaktozodiamina (GalNAcβ1-4GlcNAc), medtem ko TBL z visoko afiniteto 
veže Tf antigen (Galβ1-3GalNac) in z nižjo GlcNAc. Dokazali smo dobro biološko 
aktivnost lektina CNL na bakterije B. cereus in S. aureus. Lektin je imel pri obeh 
bakterijskih vrstah dobro protimikrobno učinkovitost, hkrati pa je zmanjšal njihove 
adhezivne sposobnosti. Protimikrobno delovanje lektina MpL smo dokazali pri 
bakterijah E. coli, C. jejuni, S. infantis in P. aeruginosa. Specifičnost vezave lektina 
CnSlB na saharozo ne razloži njegovega močnega protimikrobnega delovanja na 
bakterijo L. monocytogenes in zmanjšanja adhezije bakterij B. cereus, L. innocua, 
C. jejuni, E. coli in P. aeruginosa. Zmanjšanje adhezije plesni A. ochraceus je lahko 
posledica vezave na komponentne glukanov celične stene, ki jih sestavljajo različno 
povezane molekule glukoze (Fesel in Zuccaro, 2016). Lektin TBL deluje protimikrobno 
in zmanjšuje adhezijo po Gramu pozitivnih bakterij. Kot je znano je sposoben vezave na 
teihoično kislino, ki je skupaj z GlcNac na površini po Gramu pozitivnih bakterij (Lan 
in sod., 2000), ter bi tako lahko preprečil vezavo bakterij na površino. Santi-Gadelha in 
sod. (2006) so s pomočjo elektronske mikroskopije opazili pojav por in drugih poškodb 
v zunanji bakterijski membrani po Gramu pozitivnih bakterij. Predvidevajo, da je to 
eden od načinov delovanja lektinov na bakterijsko celico, saj skozi formirane pore v 
membrani izhaja celična vsebina, kar privede do lize celic. Ker lektin TBL spada v 
skupino aktinoporinov (Varrot, 2016), obstaja možnost, da je formiranje por v 
bakterijski celični membrani osnova njegovega protimikrobnega delovanja.  
Specifičnost vezave lektina KKP ni znana, prav tako ni znano na kateri glikan se veže. 
Kot kažejo rezultati ima lektin KKP dober protimikrobni učinek in vpliv na zmanjšanje 
adhezije bakterij S. aureus, B. cereus, S. infantis in plesni A. ochraceus. Pri bakteriji 
S. infantis je znano, da je lipopolisahardni sloj bogat z manozo (Devyatyarova-Johnson 
in sod., 2000), ki je poleg glukoze glavna sestavina celične stene gliv. Bakterija 
L. monocytogenes proizvaja večje količine biofilma v prisotnosti manoze (Jaradat in 
Bhunia, 2002), zato lahko predvidimo učinkovito biološko aktivnost lektina KKP na 
bakterijo L. monocytogenes. Tudi rezultati biološke aktivnosti na plesni A. ochraceus 
nakazujejo afiniteto lektina KKP do manoze. Po drugi strani pa lektin KKP, za katerega 
predvidevamo da ima afiniteto do manoze, nima vpliva na rast in adhezijo kvasovke 
C. albicans, ki v celični steni prav tako vsebuje manozo. Razlika v protimikrobnem 
delovanju lektinov je med drugim lahko posledica dodatne zunanje membrane pri po 
Gramu negativnih bakterijah, kar bi lahko vplivalo na delovanje lektina KKP. 
Lektini imajo različno protimikrobno delovanje tudi znotraj skupine gliv, torej med 
kvasovko C. albicans in plesnijo A. ochraceus. Najbolj učinkovito je na kvasovko 
C. albicans deloval lektin CnSlB, na plesen A. ochraceus pa lektin KKP. Po drugi strani 
sta na adhezijo kvasovke C. albicans najbolj vplivala lektina KKP, ki je adhezijo 
povečal, in CNL, ki jo je zmanjšal. Na adhezijo plesni A. ochraceus so lektini vplivali 
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negativno, pri čemer je adhezijo najbolj zmanjšal lektin CnSlB. Glede na objavljene 
raziskave delujejo lektini na kvasovke in plesni tako, da spremenijo strukturo in/ali 
permeabilnost membrane ali pa se vežejo na površino celične stene in motijo celične 
procese (Selitrennikoff, 2001). Glede na naše rezultate protimikrobnega delovanja 
znotraj skupine gliv so lektini bolj učinkovito delovali na kvasovke v primerjavi z 
njihovim delovanjem na plesni. Lektini so sposobni vezave tudi na hife, kar posledično 
zmanjša absorbcijo hranil, zavre kalitev spor. Zaradi vgradnje v hitinske verige 
povzročijo porušenje ravnotežja med sintezo hitina in selektivno hidrolizo hitinskih 
verig (Selitrennikoff, 2001).  
Agregiranje mikroorganizmov in formiranje velikih agregatov povzroči zmanjšanje 
možnosti adhezije mikroorganizmov (Liljemark in sod., 1981). To je tudi eden od 
možnih načinov delovanja lektinov in zmanjševanja adhezivnosti celic ter posledično 
manjše tvorbe biofilma. Nastanek biofilma je odvisen od tipa lipopolisaharidnega sloja 
vsakega mikroorganizma (Rocchetta in sod., 1999). V naši nalogi pa so nekateri lektini 
v določeni dodani koncentraciji tudi povečali adhezivne lastnosti mikroorganizmov. Kar 
so opazili tudi nekateri drugi raziskovalci, ki kot razlog navajajo možnost interakcije 
lektinov z lipopolisaharidnim slojem (Rocchetta in sod., 1999).  
Lektini so zelo obstojni tudi na ekstremne pogoje, kot so sprememba pH in temperature 
ter proti proteolitičnim encimom (Guillot in Konska, 1997; Žurga in sod., 2015). 
Številni lektini so komercialno dostopni, saj sta izolacija in čiščenje dokaj nezahtevna 
postopka (Liener in sod., 1986). Prav tako so užitne gobe dostopen vir učinkovitih snovi 
naravnega izvora, med katerimi imajo lektini širok spekter biološke aktivnosti. Nekateri 
lektini z znanim protimikrobnim delovanjem se že uporabljajo v kmetijstvu kot 
insekticidi, v diagnostiki rakavih sprememb kot lektinske mikromreže, ter v medicini 
kot potencialna protimikrobna sredstva tudi z imunomodulatorno aktivnostjo (Hassan in 
sod. 2015; Velkov in sod., 2005). Raziskovanje biološke aktivnosti lektinov, v namene 
njihove potencialne uporabe, je zelo pomembno za različna področja kot so medicina, 
biotehnologija, kemija in druga znanstvena področja. Najprej je potrebna natančna 
biokemijska karakterizacija lektinov s poudarkom na analizi specifičnosti vezave 
ogljikovih hidratov. Aktualno nadaljevanje raziskav pa je lahko usmerjeno v 
karakterizacijo različnih bioaktivnih potencialov posameznih rekombinantnih lektinov 
ali njihovih kombinacij na mikroorganizme v različnih odpornih oblikah, kot so odporne 
celice, biofilm ali spore. 
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V magistrski nalogi smo s procesom transformacije vektorja pET-11a in pET24 v 
kompetentne celice E. coli BL21 (DE3) pridobili dva rekombinantna lektina: CnSlB iz 
gobe meglenke (Clitocybe nebularis) in KKP iz gobe gnojiščne tintovke (Coprinopsis 
cinerea). 
 
Rekombinantnim lektinom CnSlB in KKP smo določili N–končno aminokislinsko 
zaporedje ter jim potrdili identiteto. Z metodo NaDS-PAGE smo preverili prisotnost in 
količino lektinov, ter analizirali čistost in določili velikost proteinov. S pomočjo 
afinitetne kromatografije na laktozil-sefarozi smo potrdili, da je lektin CNL aktiven in 
da veže laktozo. Z analizo CD spektroskopije smo pokazali, da imajo pripravljeni lektini 
CnSlB, KKP, CNL, MpL, in TBL pravilno zvitje. 
 
Pripravljeni lektini kažejo biološko aktivnost na po Gramu pozitivne bakterije 
(B. cereus, L. monocytogenes, L. innocua in S. aureus), po Gramu negativne bakterije 
(E. coli, C. jejuni, S. infantis, P. aeruginosa), kvasovke (Candida albicans) ter plesni 
(Aspergillus ochraceus). 
 
Vsi lektini so pokazali učinkovito protimikrobno delovanje na izbrane mikroorganizme. 
Večjo protimikrobno učinkovitost imajo na po Gramu pozitivne bakterije v primerjavi s 
po Gramu negativnimi bakterijami, oz. na kvasovke v primerjavi s plesnimi. Pri 
primerjavi med skupinami mikroorganizmov so lektini pokazali večje protimikrobno 
delovanje na bakterije (po Gramu pozitivne, po Gramu negativne) v primerjavi z 
glivami (kvasovke, plesni). Razlike v protimikrobnem delovanju lektinov na različne 
mikroorganizme so lahko posledica različne strukture, specifične vezave glikanov, 
vezave na komponente celične stene in hife, ali formiranja por v celični membrani 
mikroorganizmov. 
 
Lektini iz redu Pezizales in Agaricales so večinoma učinkovito zmanjšali adhezivne 
lastnosti mikroorganizmov. Vendar pa so lektini nekaterim mikroorganizmom tudi 
izboljšali adhezijo. 
 
Povzamemo lahko, da imajo med lektini izoliranimi iz gob iz redu Agaricales največje 
protimikrobno delovanje lektini MpL, CNL in CnSlB, kar je najverjetneje posledica 
njihove podobnosti v strukturi in vezavnem mestu. V primeru zmanjšanja adhezije 
mikroorganizmov se je kot najbolj učinkovit izkazal lektin CNL. 
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